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Eine bequeme Mikro-Chinhydronelektrode zur Messung der 
Wasserstoffionenkonzentration in sehr kleinen Gewebsstiicken. 


Von 


N. Okuneff. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Zoologie und Morphologie der Tiere 
an der Akademie der Wissenschaften, Leningrad.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem hatte ich Gelegenheit, an dieser Stelle! eine Modi- 
fikation der Biilmann-Lund-Cullenschen* 3 Mikro-Chinhydronelektrode 
zu beschreiben, die sich fiir die py-Bestimmungen in sehr kleinen 
Gewebsstiickchen (von einigen Milligramm Gewicht, z. B. in der Re- 
generationsknospe der Axolotlextremitat) besonders brauchbar erwies. 
Nun wurde seitdem die betreffende Elektrodenform von mir in mancher 
Beziehung geandert, und da diese neue Modifikation die Genauigkeit 
der ganzen Messung bedeutend vergréBerte, schien es mir lohnenswert, 
auf die Frage der bequemen Elektrodenform zur Messung der Wasser- 
stoffionenkonzentration in kleinsten Gewebsstiickchen noch einmal 
einzugehen. Und das um so mehr, als die friiher beschriebenen Mikro- 
Chinhydronelektroden (vgl. Biilmann, Lund, Cullen, 1. c., ferner Schafer 
und Schmidt*) zum genannten Zweck aus verschiedenen Griinden 
(unvollstandige Eliminierung der Diffusion, Umstandlichkeit in Her- 
stellung und Arbeiten u. dgl.) wenig geeignet zu sein scheinen. 


A. Beschreibung und Herstellung der Mikroelektrode. 


Die von mir mit gutem Erfolg gebrauchte Mikro-Chinhydron- 
elektrode besteht aus zwei Hauptteilen: der eigentlichen Elektrode 
(Abb. 1A) und dem GefaB fiir das Untersuchungsobjekt mit dem ,,K Cl- 
Agar-Pfropfen‘‘ (Abb. 1B). Beide Teile sind einfache, an einem Ende 


1 N. Okunejf/, diese Zeitschr. 195, 421, 1928. 

2 EF. Biilmann und Lund, Ann. de Chim. 16, 321, 1921. 

3 Gl. E. Cullen und E. Biilmann, Journ. of biol. chem. 54, 727, 1925. 

4 R. Schafer und F. Schmidt, diese Zeitschr. 156, 63, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 210. 1 
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zu einer Kapillare ausgezogene Glasréhrchen von etwa 5 bis 6 cm 
Lange und mit einem Durchmesser von etwa 6 bis 7 mm am breiten, 
und von etwa 0,75 bis 1.0mm an dem Kapillarende. Das Ausziehen 
solcher Réhrchen auf der Gasbrennerflamme ist aéuBerst leicht. 


Cr 


Abb. 1. 
Mikro-Chinhydronelektrode im Schnitt. 

A = ElektrodengefaB, B = Gefa® fiir das Unter- 
suchungsobjekt, p = Platinplattchenelektrode, 
q = Quecksilberschicht zum Kontakt, 

h = Hiakchen aus Kupferdraht zum Kontakt und 
Aufhangen, gr = Gummiring, m = Stelle fiir das 
Versuchsobjekt, a = K Cl» Agar« AgarsPfropfen. 





Was nun die eigentliche Elektrode anbetrifft, so besteht sie nicht 
wie in meiner friiheren Modifikation (s. l. c.) aus einem Platindraht, 
sondern aus einem Platinplittchen (Abb. 1p). Es haben niamlich 
parallele Messungen von py mit Platindraht- und Platinplattchen- 
elektrode mir ganz deutlich gezeigt, daB beim Gebrauch der letzt- 
genannten Elektrodenform der ,,tote Raum‘ der verschwindend schwa- 
chen Schwingungen des Galvanometerzeigers um den Nullpunkt herum 
bis auf das Vier- und Fiinffache reduziert wird. Ich bin nicht in der 
Lage, schon jetzt diese Erscheinung vom theoretischen Standpunkt 
aus zu erklaren und méchte nur die Vermutung aussprechen, daB dabei 
zweierlei von Bedeutung sein kénnte : sowohl die mégliche Verminderung 
des Widerstandes, als auch die VergréBerung der Beriihrungsflache 
der Elektrode mit dem Untersuchungsobjekt. Der letztere Umstand 
kénnte vielleicht auch erklaren, weshalb die Vorziige der Plattchenform 
der Elektrode im Vergleich mit der Drahtform besonders bei den 
Messungen gerade in Gewebsstiickchen und weniger bei den Messungen 
in Fliissigkeiten in Erscheinung treten. Bei meiner neuen Elektroden- 
form ist das Platinplattchen etwa 11, bis 2 mm lang, 34 bis 1 mm breit 
und 0,1 bis 0,15mm dick. Ubrigens hingt seine Lange bzw. Breite 
sehr von der GréBe des Untersuchungsobjekts ab; denn die Versuche 
zeigten, daB es fiir die Genauigkeit der Messungen sehr wichtig ist, 
daB das Platinplattchen jedesma] mit seiner ganzen Oberflache in das 
Untersuchungsobjekt (Gewebsstiickchen) sozusagen ,,taucht‘’. Das 


a intane ae 











Ei 
Gl 


sp 


sit 
Ol 
de 
mi 
Ol] 


en 


de 
de 
se 
K 
sa 
de 
se 
se 


de 
G 


ti 








}cm 
ten, 
hen 
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Einschmelzer. eines solchen Platinplattchens in die Kapillarspitze des 
Glasréhrchens bereitet am Anfang einige Schwierigkeit, geschieht aber 
spiter nach einiger Ubung sehr leicht. 

Bei meinen Versuchen mit Axolotl- und Froschgeweben erwies 
sich ein vergoldetes Platinplaittchen besser als ein nicht vergoldetes. 
Ohne auf die viel diskutierte Frage der Notwendigkeit einer Vergoldung 
der Elektrode bei py-Bestimmungen mit Chinhydron eingehen zu wollen, 
méchte ich nur bemerken, daB ich es bei meinen Versuchen mit einem 
Objekt zu tun hatte, welches entschieden Spuren von Bluthimoglobin 
enthalten konnte (vgl. Gl. Cullen und S. Earle'). Zur Vergoldung ge- 
brauchte ich folgende Lésung: Au( NH)(NH,) 2,0 g; Natriumcarbonat 
15,0 g; Kaliumferrocyanid 15,0 g; Aqua. dest. 1000,0 cem ; die Vergoldung 
dauerte 15 bis 20 Minuten (mit Hilfe eines Akkumulators von EMK 
etwa 2 Volt), nachheriges griindliches Auswaschen der Elektrode im 
destillierten Wasser. Die Vergoldung wiederholte ich jedesmal vor dem 
Anfang des Versuchs, nachdem ich die Elektrode vorher zur Reinigung 
iiber der Flamme eines Spiritusbrenners bis zum Rotgliihen gebracht 
hatte. Wie auf Abb. | deutlich zu sehen ist, vermittelt eine Quecksilber- 
echicht (gq) den Kontakt. 

Was nun das GefaB fiir das Untersuchungsobjekt anbetrifft 
(Abb. 16), so unterscheidet sich in dieser Beziehung mein neues Modell 
von dem schon beschriebenen dadurch, daB der kapillare Teil des 
GefaBchens, der den ,,KCl-Agar-Pfropfen enthalt, etwas linger ist. 
Denn das, was die Mikroelektrode zur Messung der Wasserstoffionen- 
konzentration in kleinsten Gewebsstiickchen besonders bequem macht, 
ist gerade dieser KCl-Agar-Pfropfen (Abb. la), auf dessen Oberflache 
das Gewebsstiickchen bequem zu liegen kommt, und der trotz der sehr 
kleinen GréBe des Versuchsobjektes eine vollstandige Eliminierung 
der Diffusion gestattet. Dieser Agarpfropfen wird hergestellt, indem man 
das betreffende Glasréhrchen einige Stunden vor der Messung mit 
seinem Kapillarende in verfliissigte Agar-Agarlisung (3 bis 4°, in 40°, 
KCl) eintaucht und abwartet, bis der Agar erstarrt und das Konden- 
sationswasser verdunstet. Die Brauchbarkeit solcher Agarpfropfen 
dauert nicht iiber 24 Stunden, da spiter der Agar einschrumpft. Bei 
sehr kleinen Gewebsstiickchen mu der kapillare Teil des GefaiBchens 
sehr schmal sein, damit das Untersuchungsobjekt noch deutlich ier 
der Oberflache des Agarpfropfens hervorragt. 

Beide Teile der Mikroelektrode werden ineinander geschoben, ein 
Gummiring (Abb. 1 gr) sorgt fiir die Luftdichtigkeit und erlaubt zugleich, 
sehr sanfte Bewegungen der Elektrode vorzunehmen, was fiir ihre rich- 
tige Einstellung wichtig ist (vgl. unten). 


1 Gl. Cullen und S. Earle, Journ. of biol. Chem. 76, 565, 1928. 
1 * 
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B. Ausfiihrung der Messung der Wasserstoffionenkonzentration. 


Vor dem Beginn der eigentlichen Messung werden die beiden 
Glasréhrchen auseinandergenommen. Das Untersuchungsobjekt (Ge- 
websstiickchen von einigen Milligramm Gewicht) wird auf die Oberfliche 
des Agar-Agarpfropfens (Abb. la) in dem Kapillarende des unteren 
Glasréhrehens (Abb. 1m) gebracht. Die aus destilliertem Wasser 
herausgenommene Platinplattchenelektrode wird erst in ein Haufchen 
von fein zerriebenen Chinhydronpulver eingetaucht, dann in das Glas- 
rohrehen fiir das Untersuchungsobjekt durch den Gummiring hindurch- 
gesteckt und mit dem Gewebsstiickchen in Beriihrung gebracht. Die 
richtige Einstellung der Elektrode wird leicht durch vorsichtiges 
Herumdrehen, Emporheben und Senken der Elektrode erreicht. Alle 
genannten Bewegungen kénnen dank dem Gummiring sehr sanft aus- 
gefiihrt werden. Bei der Einstellung der Elektrode sorgt man dafiir, 
daB das Platinplattchen von allen Seiten mit untersuchtem Gewebe 
bedeckt ist. Damit das Chinhydronpulver sich gut mit der Gewebe- 
lymphe vermischt, lohnt es sich, mehrmals die Elektrode aus dem 
Gewebestiickchen etwas herauszuziehen und sie dann wieder dorthin 
einzustecken. Das Potential wurde 2 bis 3 Minuten nach dem Ein- 
stecken der Elektrode in das Gewebestiickchen bestimmt (vgl. Moser’, 
Liu*). Bei rasch nacheinander folgenden Messungen (z. B. in Versuchen 
zur Bestimmung der Pufferungskapazitat) ist es notwendig, vor jeder 
Messung die Elektrode griindlich im destillierten Wasser abzuspiilen 
und sie von neuem in Chinhydronpulver einzutauchen. Noch besser 
ist es, jedesmal ein frisch hergestelltes, vergoldetes Platinplittchen zu 
gebrauchen. 

Das kapillare Ende des unteren GefaBchens mit dem KCl-Agar- 
pfropfen taucht in die Verbindungsfliissigkeit (gesattigte K Cl-Lésung). 
Die ganze Ausriistung kann dank dem oberen Hikchen (s. Abb. Lh) 
sehr bequem auf dem Leitungsdraht aufgehingt werden. 


C. Bereich der Verwendung. 


Wie friiher gesagt (1. c.), zeigt die zu besprechende Mikro-Chinhydron- 
elektrode in Standardpufferlésungen einen ganz geringen Unterschied 
von der Wasserstoffelektrode (etwa 0,02 bis 0,03 pg) und erlaubt somit 
genug exakte py-Bestimmungen in einem Quantum von Pufferlésung 
auszufiihren, das nicht gréBer als ein Tropfen ist. Gute Resultate erhielt 
ich mit der betreffenden Mikro-Chinhydronelektrode in solchen Ver- 
suchen, wo das Hauptziel der Messungen die Bestimmung der Pufferungs- 
kapazitit der Gewebe (Frosch, Axolotl) war. Zu diesem Zweck wurden 


1 H. Moser, Kolloidchem. Beihefte 25, 69, 1927. 
2 Sch. K. Liu, diese Zeitschr. 185, 242, 1927. 
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Mikro-Chinhydronelektrode. 5 


gewogene Gewebsstiickchen (2 bis 5 mg schwere) mit variierenden 
Mengen von Saure (HCl n/1000) behandelt und kamen danach (nach 
sorgfaltiger Entfernung der freien Saure) zur Messung der Wasser- 
stoffionenkonzentration. Die genauere Beschreibung dieser Versuche 
wird an anderer Stelle gegeben werden. Hier méchte ich nur die Re- 
sultate eines Versuchs anfiihren, die die starke Pufferung der Frosch- 
gewebe gegen Siure sehr schén dokumentieren (vgl. Abb. 2 und Ta- 
belle I). 


50(-Ph 


a en 
a 10 20 
Abb. 2. 
Pufferungskapazitaitskurve der normalen Froschgewebe (Zunge). Auf der Ordinate sind py-Werte 
abgetragen, auf der Abszisse Millimol von HCl (hinzugefiigt pro 1 kg Gewebe). 
Naheres siehe Text. 








30mm HCL 


Tabelle I 
Untersuchungsobjekt: 5 mg schweres Stiickchen von Froschzungengewebe. 
Ohne Hinzufiigen von HC! . Pu = 6,85 
Nach Hinzufiigen von 5 Millimol HCl [euf 1 ke a Substanz ] Pu = 6,54 
”» * ~ oe met 6: 8 = Pu 6,24 
” ” ” 15 ” HCl ” lkg ” ” Pua = 6,07 
, - » - moe. os 2 oe - Pu = 5,72 
, 19 — ae + ae 2? ao Fes Pu = 5,55 
, 9 130 re mol. Ife w - Pu = 5,29 
9 99 » 30 9 tn? ae ~ pu = 4,92 


Etwas weniger genau sind die Werte fiir die Wasserstoffionen- 
konzentration in kleinen Gewebsstiickchen ohne Hinzufiigen von Saure. 
In solchen Fallen kénnte gréBere Genauigkeit erzielt werden durch 
Hinzufiigen zum Gewebsstiickchen von einigen 0,01 cem physiologischer 
NaCl-Lésung (wahrscheinlich infolge der Abschwachung des _,,Eiweif- 
fehlers‘‘ der Chinhydronelektrode, vgl. Kolthoff!, Mislowitzer®, Moser *). 
Wie die Ziffern der Tabelle II zeigen, betrugen dabei die Abweichungen 
der einzelnen Messungen voneinander nicht iiber 0,05 py, gewohnlich 
aber weniger. 


1 J. M. Kolthof{, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 144, 259, 1925. 
2 E. Mislowitzer, Klin. Wochenschr. 1926, Nr. 40 
3 H. Moser, Kolloidchem. Beihefte 25, 69, 1927. 
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Tabelle Il. 
Untersuchungsobjekt: Froschzunge, Stiickchen von 3 bis 5 mg Gewicht. 
pu-Werte ohne Korrektur nach Cullen und Earle (1). c.) 

Werte fiir pq bei einzelnen Bestimmungen: 6,90, 6,87, 6,86, 6,90, 
6,91, 6,86, 6,88. 

Fiir py-Bestimmungen in ungepufferten Lésungen scheint die 
beschriebene Mikro-Chinhydronelektrode wenig geeignet zu sein (Puffer- 
wirkung des Agarpfropfens 7). 


Zusammenfassung. 


Es wirdeine nach dem Prinzip von Biilmann-Lund-Cullen konstruierte 
Mikro-Chinhydronelektrode beschrieben, in der der Platindraht durch 
ein vergoldetes Platinplattchen ersetzt ist und ein in der Kapillarspitze 
sich befindender KCl-Agarpfropfen als KCl-Agarbriicke dient. Die 
Mikro-Chinhydronelektrode gibt gute Resultate bei der Messung der 
Wasserstoffionenkonzentration sowohl in Standardpufferlésungen, als 
auch in kleinsten Gewebestiickchen (nach Hinzufiigen von physiologischer 
NaCl-Lésung), kann aber auch zur Untersuchung der Pufferungs- 
kapazitat der Gewebe gebraucht werden. Ihre Herstellung ist auBerst 
einfach und kann leicht von dem Arbeitenden selbst ausgefiihrt werden. 
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Die Manometrische Messung der Peptidspaltung. 
de 

: ed Von 

scher Hans Adolf Krebs und J. F. Donegan. 

il (Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
ers ’ 

rden. (Eingegangen am 21. Januar 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In dieser Arbeit, die wir auf Vorschlag von Herrn O. Warburg 
ausgefiihrt haben, beschreiben wir eine manometrische Methode, mit 
der die Geschwindigkeit der Peptidspaltung einfach und genau gemessen 
werden kann. 

Peptide sind ;stirkere Siuren als die Aminosduren, aus dener sie 
aufgebaut sind. Daher werden Peptidlésungen bei der Spaltung der 
Peptide alkalischer, und lést man Peptide in Ringerlésung von physio- 
logischem Bicarbonat- und Kohlenséuregehalt auf, so absorbiert die 
Lésung bei der Spaltung der Peptide Kohlensiure. Wir messen mano- 
metrisch die Absorption der Kohlensiure und berechnen daraus die 
gespaltene Peptidmenge. Der hierzu notwendige Umrechnungsfaktor 

Peptidspaltung f ‘ 

3 - ——-—— kann nach zwei verschiedenen Methoden be- 
Kohlensaureabsorption 
stimmt werden. 


Da es leicht ist, die Absorption der Kohlensiure manometrisch 
zu messen, und da es ferner leicht ist, aus der Abnahme des Kohlen- 
siuredrucks die gespaltene Peptidmenge zu ermitteln, so ist die mano- 
metrische Messung der Peptidspaltung ebenso einfach und genau wie 
die manometrische Messung von Atmung und Garung. 














8 H. A. Krebs u. J. F. Donegan: 


Inhaltsiibersicht. 
I. Bezeichnungen, 
Il. Prinzip, 
III. Erste Methcde, 
IV. Zweite Methode, 
V. Bestimmung des Quotienten 


Sauredissoziationskonstante des Ampholyten 
Erste Dissoziationskonstante der Kohlensaure ’ 
VI. Ausfiihrung der Messung, 
VII. Vergleich der manometrischen Methode mit alteren Methoden. 


I. Bezeichnungen. 


Wir benutzten in dieser Arbeit folgende Bezeichnungen!: 
1. p= Anfangspartialdruck der Kohlensaiure in Millimetern der 
Brodieschen Flissigkeit (von der 10000 mm = 760mm Hg sind). 
Enthalt die Gasmischung im VersuchsgefaB a Vol.-°,, Kohlensaure, 
so ist 
a 


p = (P —4) 100° 


(1) 
wo P der Gesamtanfangsdruck im VersuchsgefiB (der etwa gleich dem 
aiuBeren Barometerdruck ist) und d die Dampfspannung der Versuchs- 
fliissigkeit in Millimetern Brodiescher Fhissigkeit ist. 

2. B= die im Kubikzentimeter Lésungsmittel bei dem Druck 
1 (Millimeter Brodie) geléste freie Kohlensaure in Kubikmillimetern, 
bezogen auf die Normalbedingungen. f entsteht aus dem Bunsenschen 
Absorptionskoeffizienten a durch die’ Gleichung 


g — 1000-0 
~~ 10000 
B multipliziert mit dem Kohlensauredruck p ergibt die Konzentration 
Kubikmillimeter Kohlensaure | 4 


der freien Kohlensaure ; , : 
; ' ;  Zendberaiaesies Lésungsmittel 


3. B = Konzentration des Bicarbonats 





[A eooecen gebundener Ae | 
Kubikzentimeter Lésungsmittel 


1 Zum Teil nach O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, 
S. 199ff. Berlin 1926. 

* £37,5° setzen wir fiir Ringerlésung = 0,054, $25° = 0,073 (vgl. auch 
van Slyke, Sendroy jr., Hastings und Neill, Journ. of biol. Chem. 78, 765, 
1928). 
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4. Der Dissoziationrest einer Siéure oder einer Base ist nach 
L. Michaelis’ definiert durch die Gleichung 


__ Konzentration des undissoziierten Elektrolyten " 

~~ Gesamtkonzentration des Elektrolyten — (@) 
Ist die Wasserstoffionenkonzentration H* einer Lésung gegeben und 
sind die Dissoziationskonstanten der Saure oder Base bekannt, so 
kann der Dissoziationsrest @ berechnet werden. Fiir eine einbasische 
Saure mit der Dissoziationskonstante A ist 


H* 

a = 3 
ek (3) 
Fiir eine zweibasische Saiure mit den Dissoziationskonstanten K, und K, 

ist . 

H* 
= KK.’ (4) 
H* 4 K,+ Ieee | 


H* 
Fiir einen Ampholyten mit der Siuredissoziationskonstante Kg und 
der Basendissoziationskonstante K, ist 
H* 
Map (5) 
BHT 
W 





= — 
Ht + Ks + 


K 


wo Ky die Dissoziationskonstante des Wassers bedeutet. 

@ der Kohlensiure berechnen wir nach (3), indem wir fiir K die 
erste Dissoziationskonstante der Kohlensiure einsetzen.. Denn Koblen- 
sdure verhilt sich in dem fiir uns in Betracht kommenden physiologischen 
Aziditatsbereich wie eine einbasische Saure. @ der Dipeptide und 
Aminosaéuren berechnen wir auch nach (3), indem wir fiir K 
die Sauredissoziationskonstante der Ampholyten einsetzen. Es zeigte 
sich zwar?, daB diese Rechnungsweise bei Gegenwart von Bicarbonat 
und Kohlensaure nicht in allen Fallen korrekt ist. Aber sie ist fiir die 
praktischen Bediirfnisse ausreichend. 


5. Wenn die Gasmengen, die entstehen oder verschwinden, in 
Kubikmillimetern ausgedriickt werden, so ist es fiir die Rechnung 
bequem, auch andere Stoffe, die mit dem Gasumsatz zusammen- 
hangen, in Kubikmillimetern auszudriicken. Wie wir von Kubik- 
millimetern Bicarbonat sprechen, obwohl Bicarbonat kein Gas ist, 
so sprechen wir auch von Kubikmillimetern Dipeptid oder Amino- 


1 L. Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1922. 
2 Siehe 8S. 19, Anomale Dissoziation ven Peptiden und Amincsauren. 
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sdure, indem wir 1 mg-Atom Saurewasserstoff 22260 cmm Kohlensaéure 
(0°, 760 mm Hg) aquivalent setzen. 

6. Fiir die elektrolytische Dissoziation der Aminosiuren und 
Peptide benutzen wir die Ausdrucksweise der alteren Theorie, weil 
sie einfacher ist und weil es fiir die uns interessierende Berechnung 
der Gleichgewichte zwischen Kationen, Anionen und _ elektrisch- 
neutralen Molekiilen gleichgiiltig ist, ob man von der alteren oder ob 
man von der Bjerrumschen Theorie! ausgeht. Ferner schreiben wir 
im folgenden statt ,,scheinbarer Dissoziationskonstante‘‘ der Ein- 
fachheit halber stets ,,Dissoziationskonstante". 

7. Es sei daran erinnert, dab wir bei den manometrischen Messungen 
das Entstehen eines Gases stets durch das positive Vorzeichen, das 
Verschwinden eines Gases stets durch das negative Vorzeichen aus- 
driicken. Das gleiche gilt fiir alle anderen Stoffe, die mit dem Gas- 
wechsel zusammenhangen. 


II. Prinzip. 


Wahlen wir als Beispiel fiir die Beschreibung der Methode die 
Spaltung des Dipeptids Alanylglycin, so ist die chemische Reaktion, 
deren Geschwindigkeit gemessen werden soll, 


H,N.CH(CH,).CO.NH.CH,.CO,H + H,O 


Alanyl-glycin + W ante 
= H,N. CHC H,). a N.CH,.CO,H. (6) 
Alanin Glykokoll 


Alanyl-glycin ist bei physiologischer . asserstoffionenkonzentration zu 
etwa 20 bis 60°, dissoziiert, Alanin und Glykokoll zu etwa 1 bis 4°. 
Daher verschwinden beim Ablauf der Reaktion (6) aus der Lésung 
Saureanionen. La&t man nun Reaktion (6) in physiologischen, kohlen- 
sdurehaltigen Flissigkeiten vor sich gehen, so reagieren die Saure- 
anionen (S~) mit Kohlensaiure nach der Gleichung 


S-+ CO, +H,O = SH + HCO;. (7) 


Infolge der Nebenreaktion (7) ist die Spaltung des Dipeptids mit 
einer Abnahme des Kohlensauredrucks verbunden. 

Um aus der Abnahme des Kohlensauredrucks die gespaltene 
Peptidmenge zu berechnen, bedarf es besonderer Methoden, weil 

1. ein Teil des Peptids undissoziiert ist und verschwindet, ohne eine 
Druckanderung zu erzeugen; 

2. die bei der Spaltung gebildeten Aminoséuren nicht neutral 
sind und auch Druckanderungen erzeugen. 

Zwei geeignete Methoden werden im folgenden beschrieben. 


1 N. Bjerrum, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923. 
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Ill. Erste Methode. 


Man gibt zur Versuchslésung in zwei verschiedenen GefaiBen eine 
bekannte Menge Peptid und ein Aquivalentes Gemisch der Spalt- 
produkte hinzu und mit die dabei auftretenden 
Drucke. Dann ist die Differenz dieser Drucke [Zum Manometer 
gleich dem Druck, der bei der Spaltung der zu- 
gegebenen Peptidmenge auftritt. 


Wir benutzen GefiBe von der Form der 
Abb. 1. Das Gesamtvolumen der GefaiBe betragt 
etwa 10,5ccm. Im Hauptraum H kénnen 6 ccm, 
im Anhang A 0,2 cem Flissigkeit bewegt werden, 
ohne daB Flissigkeit vom Hauptraum in den An- 
hang oder umgekehrt iiberspritzt. Die Innenflache 








des Stopfens S wird vor dem Versuch paraffiniert. — 
Die Anordnung ersieht man aus folgendem Schema. 
GefaB Nr.: A II 
Anhang A... | Alanyl-glycin (z. B. 1000emm) | Aquival. Menge Glykokoll 
in 0,2 cem Wasser und Alanin in 0,2 cem H,0O 
Hauptraum H . 6cem (peptidhaltige) Ringer- 6 ccm (peptidhaltige) 
losung Ringerlésung 


In GefaB I wird der Druck gemessen, der bei Zugabe von Alanyl- 
glycin entsteht, in GefaB IT der Druck, der bei Zugabe der aquivalenten 
Mengen von Alanin und Glykokoll entsteht. : 

Der Gasraum der GefiBe enthalt ein Gasgemisch mit einigen 
Volumprozenten Kohlensaure. 

Sind hy und hy die in GefaB I und II gemessenen Drucke, so ist 
der bei der Spaltung der zugegebenen Peptidmenge auftretende Druck h 

h= hg—hy;- : (8) 

Bestimmen wir A unter konstanten Bedingungen fiir verschiedene 
Peptidmengen 2, x), und dividieren wir die verschiedenen x-Werte durch 
die zugehérigen h-Werte, so finden wir bei geeigneter Anordnung! 
x/h fiir nicht allzu groBe Anderungen von h und x nahezu konstant. 
Beispielsweise ist in dem unten angefiihrten Versuch 

x, /h, = 7,63 fiir hy = 133, 
Le/he= 7,47 ,, he = 68. 

Es ergibt sich das giinstige Resultat, daB die reagierende Peptidmenge 
der Anderung des Kohlensaduredrucks bei geeigneter Anordnung nahezu 
proportional ist, so da8 wir fiir praktische Zwecke schreiben kénnen: 


a=kh. (9) 


' vp darf nicht zu klein sein gegen vg. 
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Den Proportionalitatsfaktor in (9) bezeichnen wir als_,,Gefab- 
konstante fiir Dipeptid™ (Ap;,.54ia), und mit kppepia Technen wir 
ebenso wie frither' mit ko,, kgo,- Kpipepia i8t abhangig von der 
Zusammensetzung der Versuchsfliissigkeit (Konzentrationen von 
Peptid, Bicarbonat, freier Kohlensiure), von den GefiBabmessungen 
und von der Temperatur, aber unter geeigneten Bedingungen praktisch 
fast unabhingig von der Anderung des Kohlensauredrucks. Hat man 4 
daher fiir die Bedingungen, unter denen man arbeitet, kp; ,.p4jq durch 
den Versuch gemessen, so kann man durch Messung des bei der 
Spaltung auftretenden Drucks h die gespaltene Peptidmenge (xpj,.ptia) 
nach der Gleichung berechnen 

Lpipeptia = A. kpipeptia- (10) 

Beispiel fiir die Messung von Kpipeptia : Lésungen : 

1. Alanylglycin in Wasser, 5000cmm Alanylglycin pro Kubik- 

zentimeter. 

2. Alanin und Glykokoll in Wasser, je 5000 cmm pro Kubikzenti- 

meter. 

3. Ringerlésung? mit Alanylglycin, By = 695, ¢ sjsnyigiyein — 500 cmm 

pro Kubikzentimeter. 
Tabelle I. 


Gasgemisch: 5,61° CO, in Argon. Temperatur 37,5°. 








Gefa® Nr.: 1 2 3 4 
Anhafig:  0,203ccm Lésung! | 0,1015 ccm Lésung1 0,203ccmLésung2 0,1015ccmLésung 2 
0,1015 com Wasser 0,1015 com Wasser 
Hauptraum: 6,04ccm Lésung 3 | 6,04 ccm Lésung3 6,04ccm Lésung3 6,04 ccm Lésung 3 
Uq (ccm): 4,67 | 4,68 4,15 4,02 
Uv» (com): 6.24 | 6.24 6,24 6,24 
Druckanderung 
n. Einkippen + 136 + 64 +3 —4 
(hy) (hy)’ (htt) (hy) 
Ergebnis: 
h, = — 136+ 3 = — 133 fir x, = — 1015, 
h=—— 64—4=>— 68 ,, z= — 507,5, 
9 ag Oe en 1, 
h, 133 
x 507.5 
— = —_— = 7,47. 
hs 68 


Anmerkung. In GefaiB 4 des Versuchs tritt ein Druck mit negativem 
Vorzeichen auf, der einer Erklarung bedarf. 





10. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926, 8. 4. 
2 Derselbe, ebendaselbst, S. 176. 
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In dem Versuch wird peptid- und bicarbonathaltige Ringerlésung mit 
bicarbonatfreier Ampholytlésung verdiinnt. Durch die Verdiinnung nimmt 
die Bicarbonatkonzentration der Ringerlésung ab, wahrend die Konzen- 
tration der freien Kohlenséure konstant bleibt. Die Lésung wird daher 
saurer, und es reagiert Kohlenséure nach Gl. (7)!. Wir haben in dem 
angefiihrten Versuch in einem (oben nicht verzeichneten) fiinften Gefab 
die Kohlenséureabsorption, die durch die Verdiinnung auftritt, gemessen. 
Zu 6,04cem Lésung wurden 0,203 ccm Wasser hinzugegeben. Der ge- 
messene Druck war — 12 mm. 

Die in Tabelle I angegebenen Drucke setzen sich also aus zwei 
Komponenten zusammen, aus einem negativen Druck, der durch Ver- 
dimnung entsteht, und einem positiven Druck, der durch Ampholyt- 
zugabe entsteht. Bezeichnen wir den Druck, der durch Verdiinnen 
entsteht und der in GefiB 5 gemessen ist, mit h,,, so ist der durch Peptid- 
zugabe erzeugte Druck = h, —h,,, der durch Aminoséurezugabe erzeugte 
Druck = h,, —h,,. Bei der Subtraktion fallt jedoch h,, heraus und wir 
erhalten wiederum Gl. (8). Daher ist die Bestimmung von h,,, fiir die 
Messung von kpjpeptia tiberfliissig. 


IV. Zweite Methode. 


Nach der ersten Methede ist fiir jede Anderung der Ver- 
suchsanordnung die ,,GefaBkonstante fiir Dipeptid’ neu zu _be- 
stimmen. Der Vorzug der ersten Methode ist, da sie allgemein 
anwendbar ist. 


Arbeitet man mit einfachen Lésungen, deren Zusammensetzung 
physikalisch-chemisch zu itibersehen ist, z. B. mit Ringerlésung, so 
ziehen wir die zweite Methode vor. Wir bestimmen einmalig die 

; Sauredissoziationskonstante des Peptids 
eee Erste ° Dissoziationskonstante der Kohlensaure one 
Sauredissoziationskonstante der Aminosiiure rer 
Erste Dissoziationskonstante der Kohlensiure — 
konstante aus diesen Quotienten, den GefiBabmessungen und den 
Anfangsbedingungen des Versuchs (Konzentrationen von Peptid, 


Bicarbonat und freier Kohlensdure). 


Aus friiher angegebenen Griinden (Abschnitt I) betrachten wir fiir die 

Berechnung die Ampholyte als einbasische Saiuren. Die Konzentrationen 
: ‘ " ; cmm } 
der reagierenden Stoffe driicken wir aus in ; - Bezeichnen 
ecm Losung 

wir die Gesamtkonzentration der Saure, die entsteht oder verschwindet, 
mit c’, die Konzentration der undissoziierten Saure mit vu’ und mit Ac’ 
und Aw’ die Zunahmen der Konzentrationen, so ist 


Ac — Au + 


AP’ - ko, (11) 


Uy 


1 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926, 8. 209. 
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wo kgo, die GefaBkonstante fiir Kohlensiure, vp, das Fliissigkeits- 
volumen (in ccm) und Ap’ die Zunahme des Kohlenséuredrucks ist, 
wenn die Konzentration c; um Ac’ und die Konzentration uj um Aw’ 
zunimmt. Ferner ist [s. Gleichung (2)]: 


Aw = (eo + JQ’) (eo + Ae’) — Qoeo. (12) 
Aus (11) und (12) folgt 
: : A p' ko 
c A0 +o CO, 
Ade = : : (13) 


1 — (9, + 4@’) 

Multiplizieren wir beide Seiten der Gleichung (13) mit vy, so erhalten 
wir die im VersuchsgefiB insgesamt entstehende Sauremenge, die wir 
mit ag bezeichnen. 

Ap keo, 
Up 
1—(9, + JQ’) 

Nach (14) kann vy fiir jede fixe Siure berechnet werden, 
wenn c,, Ap’, @ und Ag’ sowie die GefiBabmessungen bekannt sind. 
Ist die reagierende Saure eine starke Siiure, so wird 9) und Ag’ = 0, 
und (14) geht iiber in die einfache Gleichung 


40 


Us — Up (14) 


Sf. == A Pp 7 ko, 
Berechnung von 9, und 49’. Um fiir die Rechnung nach GI. (14) 
@, und 4Q’ zu erhalten, gehen wir aus von dem Dissoziationsrest @ der 
Kohlensaure. Versehen wir alle GréBen, die sich auf den Anfangszustand 
des Systems beziehen, mit dem Index 0, so ist 


Po B =. 
09 — ; 4 (15) 
° PoB + Bo 
Wahrend des Versuches steige der Kohlensiuredruck von py um Ap 
auf py, + Ap. Dabei andere sich @Q, um AQ. Dann ist 

r~+d 
%+49= (Po 4 0 iE (16) 

© 102 

(Po + J p)B + By— a 7 


@ der Kohlensiure ist mit der Wasserstoffionenkonzentration H* 
der Lésung durch die Beziehung verkniipft 
H* 
ete ES 
Bezeichnen wir mit g den Dissoziationsrest einer beliebigen anderen 
einbasischen Saure mit der Dissoziationskonstanten K’, so ist 
H* 


= . 17) 
Q H* + K’ ( ° 


(Wie 3) 
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Aus (3) und (17) folgt fiir gleiche Wasserstoffionenkonzentration 
; 1 
Q tik l—e@ kK’. (18) 
+t ; kK 

Nach Gleichung (18) kann zu jedem beliebigen @ der Kohlensiiure das 
dazugehoérige 9’ einer anderen einbasischen Saure berechnet werden, wenn 
das Verhaltnis K’/K bekannt ist. Da wir Dipeptide und Aminosiiuren 
wie einbasische Siuren behandeln, so kénnen wir nach (18) auch 9’ 
der Ampholyte berechnen, wenn der Quotient 

Sauredissoziationskonstante des Ampholyten 

Erste Dissoziationskonstante der Kohlensaéure 
bekannt ist. Wie dieser Quotient bestimmt werden kann, wird in Ab- 
schnitt V beschrieben. . 

Setzen wir fiir @ in (18) @,-+ 41@ ein, so erhalten wir 9, + 4@’ und 
aus @, - 4@’ und @4 durch Subtrakticn AQ’. 

Berechnung von xg bei gleichzeitigem Entstehen oder Verschwinden 
mehrerer Sduren. Mit den bisher abgeleiteten Formeln kann das Ent- 
stehen oder Verschwinden einer beliebigen fixen Saure berechnet 
werden, wenn die Anfangsbedingungen, Ap’ und der Quotient 

Dissoziationskonstante der Siaure 
Erste Dissoziationskonstante der Kohlensaure 


bekannt sind und wenn nur eine Saure entsteht oder verschwindet. 
Bei der Spaltung eines Peptids reagieren aber gléichzeitig mehrere 
Saiuren, indem Peptid verschwindet und Aminosauren entstehen. 

Bezeichnen wir mit Ap’ die Anderung des Kohlensiuredrucks, 
die auftrate, wenn sich nur die Peptidkonzentration c’ um Ac’ andert, mit 
Ap” und Ap” die Anderungen des Kohlensiuredrucks, die auftriiten, 
wenn sich nur die Konzentrationen der Aminosiuren c’’ und c’” um Ac”’ 
und Ac’” indern, so ist im Falle der Peptidspaltung die manometrisch 
gemessene Gesamtinderung des Kohlenséuredrucks A p 


Ap = Ap + Ap"+ dp". (19) 
Aus (14) und (19) folgt 


a” a  S 
of Ae’ + 42 <s —<P )Kco, 
; (20) 


Xpipeptiad —= UF l—(e,+ Je) 


Um Ap” und A p’” zu berechnen, lésen wir Gl. (13) nach Ap’ auf: 


nwa Se SF Nee, (21) 


keo, 
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Unterscheiden wir alle GréBen, die sich auf zwei verschiedene, bei der 
Spaltung eines Dipeptids entstehende Aminosaéuren beziehen, durch 
die Indices ” und ’’’, so ist 


_ Ac" (1 — eg — 40") — 40" 


dp" - Up (21a) 
keo, 
m __ Be"(1 — 9p'— 49") — 4” _ . 
Ap ° kco, - Up. (21 b) 


Entsteht ferner pro Molekiil Dipeptid je ein Molekiil Aminosaure, so ist 


ac = —Jdc" = —JAec". 22) 
Aus (20), (21a), (21 b) und (22) folgt: 
<f CQg J do + Cy Jo + Co Ao 


I 

Up ; ; 7 P wt ax (23) 
“1 —(o0 + 4e')— 01 —(e0 + 40") |—[! (00 + 40") 

Gl. (23) unterscheidet sich von Gl. (14) durch die Zusatzglieder 

c, Je” unde,” A9’” im Zahler und 1 —(o, + 49”) und1— (e,’ + Ae”) 

im Nenner. Die Glieder ¢{ 49” und,’ A9’” sind gewohnlich gleich 0, 

” gewohnlich 


XDipeptid — 


weil die Anfangskonzentrationen der Aminosauren c”’ und ¢ 
gleich 0 sind. 


Nach (23) kann %pj,oo4jq 2U8 dem gemessenen A p berechnet werden, 
wenn die Anfangsbedingungen des Systems und die Quotienten 


Sauredissoziationskonstante der Ampholyten 


Erste Dissoziationskonstante der Kohlensaure 
bekannt sind. 


Dividieren wir in (29) den Ausdruck rechts vom Gleichheitszeichen 
durch A p, so erhalten wir eine GréBe, die unter geeigneten Bedingungen 
bei Anderung von A p — wie die Ausrechnung ergibt — nahezu konstant 
ist und die identisch ist mit der ,,GefaBkonstanten fiir Dipeptid’ 
(Kpipeptia) in Abschnitt IIT. Die GefaéBkonstante fiir Dipeptid ist also 
durch die Gleichung definiert: 


zat + ¢40'+ ¢/409"+ cdo , 
Up vs (2 


=) 


~~ 1—(9o+ 4 @')—[1—(o0 + 4e")]—-L1—(@0' + 40"")] 4P 

Infolge der Identitaét der nach (24) berechneten GefaBkonstanten 
und der nach Abschnitt III] gemessenen GefaSkonstanten gilt, was 
in Abschnitt III iiber die Anwendung der Konstanten gesagt ist, 
auch hier. Hat man kp,,...:q fiir die Versuchsbedingungen berechnet, 
so erhalt man nach Gl. (10) Xpjpeptia: 
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Siiuredissoziationskonstante des Ampholyten 
Erste Dissoziationskonstante der Kohlensiure 





V. Bestimmung des Quotienten 


Die Berechnung der GefaBkonstanten nach Abschnitt IV erfordert die 
Sauredissoziationskonstante d. Ampholyten 


Kenntnis des Quotienten ; —; 
Q Erste Dissoziationskonstante d. Kohlensaure 


Die Sauredissoziationskonstante Kg, eines Ampholyten ist definiert 
durch die Gleichung 
pn S~.H* 
ey 
wo H* die Konzentration der Wasserstoffionen, S~ die Konzentration 
der Ampholytanionen und SH die Konzentration der undissoziierten 
Ampholytmolekiile bedeutet. 


Die erste Dissoziationskonstante der Kohlensaiure K ist definiert 
durch die Gleichung 


(25) 


B.H* 
K = 26 
pp (29) 


wo H* die Konzentration der Wasserstoffionen bedeutet und fiir p, p 
und B die auf 8.8 angegebenen Bezeichnungen gelten. 
Aus (25) und (26) folgt durch Division 
= pe eh (27) 
K SH B 
Ausfiihrung der Bestimmung. Die Bestimmung des Quotienten Kg/K 
geschieht manometrisch in GefaiBen von der Form der Abb.2. Der 
Hauptraum H des GefiBes enthilt einige Kubikzentimeter bicarbonat- 
haltiger Ringerlésung, die Birne B eine (bi- 
carbonatfreie) Lésung des Ampholyten, der 
Gasraum eine Gasmischung mit einigen Volum- 
prozenten Kohlensaure. Der Bicarbonatgehalt 
der Ringerlésung wird manometrisch’, der 
Kohlensauregehalt des Gasgemisches gasanaly- 
tisch gemessen. 


Das GefiB wird bis zum Temperatur- 
und Druckausgleich im Thermostaten  ge- 
schiittelt. Ist der Ausgleich beendet, so wird 
die Ampholytlésung aus dem Anhang in den 
Hauptraum eingekippt, wiederum bis zum 
Ausgleich geschiittelt und der Druck gemessen, 
der nach dem Einkippen aufgetreten ist. 





1 0. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, 8. 159. 
Biochemische Zeitschrift Band 210. 9 
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Berechnung. Zur Berechnung des Quotienten K,/K gebrauchen 
£ s/& & 
wir folgende Bezeichnungen: 
Es sei 
b = die Gesamtmenge des Bicarbonats im VersuchsgefaB vor dem 
Einkippen in Kubikmillimetern, 
h = der nach dem Einkippen der Ampholytlésung am Manometer 
gemessene Druck in Millimetern Brodiescher Fliissigkeit, 


keo, == die GefaBkonstante fiir Kohlensiure des Versuchsgefiibes, 
vp = das Gesamtvolumen der Fliissigkeit im VersuchsgefaB in 


Kubikzentimetern, 
m == die Gesamtmenge des Ampholyten im VersuchsgefaB in Kubik- 


millimetern. 


Fir P, d, a, B, B, p, S’, SH gelten die auf S.8 und 17 an- 
gegebenen Bezeichnungen. 


Dann ist 
s- ‘ei h.keo, | (28) 
Up 
su = @—*-%e,. (29) 
Up 
a 
p = (P—d) 100 h (30) 
B _ b6—h.keo, (31) 
Up 
= 
Aus (27), (28), (29), (30) und (31) folgt 
a 
fe ie [iP — 4) t00 + | p me 
K Ret m—h.kceo, b —h.keo, ei) 
Up 


Beispiel. Bestimmung von K,/K fiir Alanyl-glycin (37,5°, Ringer- 
lésung). 


Lésungen: 


1. 0,1690 g d, 1-Alanyl-glycin in 10,0 ccm 0,155 mol. Natriumchlorid- 
lésung. 


2. Ringerlésung mit 1054 cmm Bicarbonat im Kubikzentimeter. 
3. ” » S8T a 


4. os » 263,5 ,, 


POA HEP Rg DT Sere mRER po» 


6 ha Paresh AY eM 
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(28) 
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(32) 
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Die Ringerlésung war aus den von Warburg angegebenen Stamm- 
lésungen zusammengesetzt!. Gasmischung 5,38 Vol.-°,, Kohlensiure 
in Stickstoff. Temperatur 37,5°. 

In GefaB 4 der folgenden Tabelle wird der Druck gemessen, der 
beim Mischen der Lésungen durch Léslichkeitsveranderungen der 
Gase entsteht. 








Gefa® 1. GefaB 2. GetaB 3. GefaB 4. 
Anhang: 0,218 ccm 0,218 ccm 0,218 com 0.218 ccm 
Lésung 1 Lésung 1 | Lésung 1 Lésung 1 
Hauptraum : 2,99 com 2,99 com 2,99 com 2,99 com Ringer 
Lésung 2 | Lésung 3 Lésung 4 ohne Bicarbonat 
Up [ccm]: 3,22 3,22 3,22 3,22 
Ug [ecm]: 14,34 13,69 14,04 14,00 
keo, lamm]: ee 1,377 1,406 1,404 
Druckanderung. .. . + 144 +965 | +54 2.5 
Durch GefaB 4 korri- 
gierte Druckande- 
Perea + 146.5 + 99 + 56.5 
Ky at 
7 {nach Gl. (82)]. . | 2.25.10 228.10 2,24.10-3 
CO ee 2,257 . 10-2 


Das angefiihrte Beispiel enthilt drei Messungen von Kg/K in 
dem fiir uns in Betracht kommenden Aziditatsbereich zwischen 
H* = 2,7 . 10-8 und H* = 9,8 .10~-8. Die Abweichungen von dem 
Mittelwert fiir Kg/K betragen in den Einzelmessungen nicht mehr 
als + 1°,. Man ersieht daraus, dab die Genauigkeit der Methode sehr 
groB ist und die bisherigen Methoden zur Bestimmung der Dissoziations- 
konstanten weit tbertrifft. 


Sduredissoziationskonstante der Ampholyte. Aus K,s/K kénnen 
wir Kg berechnen, da K bekannt ist. K ist in Salzlésungen von 
der Konzentration der Ringerlésung bei 38°= 7,4 .1077*, bei 25° 
5,75 . 1077 **, 

Anomale Dissoziation von Peptiden und Aminosduren. Bei manchen 
Peptiden und Aminosiuren, beispielsweise Leucyl-glycin, Glycyl-glycin, 
Leucin, Glykokoll tritt die Komplikation auf, daB der Quotient K,/K 
mit Anderung der Bicarbonat- und Kohlensiurekonzentration nicht streng 
konstant bleibt. So finden wir fiir Leucyl-glycin bei verschiedenen 
Konzentrationen der freien und der gebundenen Kohlensaure folgende 
K,/K-Werte (37,5°; 0,155 mol. Salzlésung): 


i Stoffwechsel der Tumoren, 8. 176. 
* Nach A. B. Hastings und J. Sendroy jr., Jovrn. of biol. Chem. 65, 
445, 1925; W.C. Stadie und E. R. Hawes, ebendaselbst 77, 265, 1928. 
** E.J. Warburg, Biochem. Journ. 16, 153, 1922. 
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Konzentration der CO, 


[= Ky, 
silat gk a eT K 
frei gebunden 
40,7 1400 3,85. 10-2 
37,3 683 3,38 . 10-2 
34,5 334 3,11 . 10-2 
25,1 687 3,04. 107" 


In solchen Fallen, in denen K,/K nicht streng konstant ist, bleibt 
jedoch die Berechnung der GefaiBkonstanten hinreichend genau, wenn 
man K,/K fiir die Versuchsbedingungen, unter denen man arbeitet, 
miBt und mit diesem bestimmten Wert von K./K rechnet. 

In der folgenden Tabelle stellen wir eine Reihe von K,/K-Werten 
zusammen. 

Tabelle II. 
Sauredissoziationskonstante des Ampholyten 





Quotient und Séuredisso- 


Erste Dissoziationskonstante der Kohlensaure 
ziationskonstante von Peptiden und Aminosauren (in Ringerlésung). 








Konzentration der CO, 











Substanz — Temperatur Ks 
abs K 
trei gebunden oC 

d, 1-Alanyl-glycin | 37,5 2,257 . 10°? 
d, I-Alanin 25 bie 45 [200 bie 1600 tl ron 4 ' 
i phy Yhag Beare 25 2,95 .10-4 
IEA. & >. a Soy 42.1 1465 37,5 12,03 .10-4 
= Sea ee 36,1 752 37,5 9,67 .10-4 
in LO EE 33,1 376 37,5 8,80 .10-4 
° AE a Meter are 49.8 1520 25 9,20 .10-¢ 
. 5 EE Pet aden eee 44,7 784 25 6,95 .10-4 
” re Spee: Eg Pee. 41,8 394 25 6,02 .10-4 
A Peete 6. ed a 37,2 1712 37,5 9,01 .10-4 
» eas Bs wikwcte ttm De 33,9 873 37,5 844 .10-4 
‘* NE ae a ae 31,9 436 37,5 8,40 .10-4 
Glycyl-glycin ...... 41,7 1400 37,5 4,06 .10-* 
rarer 37,1 688 37,5 3,34 .10-% 
35,8 336 37,5 2,87 .10-3 


we a oS 


Beispiel fiir die Berechnung der Gefaifkonstanten. Mit Hilfe der 
Zahlen der Tabelle Il kénnen wir nunmehr die GefaBkonstante fiir 
Dipeptid berechnen. Als Beispiel wahlen wir Alanyl-glycin und die 
Bedingungen des Versuchs 8. 12 (Tabelle I, GefaiB 1). Es ist also 


Up = 6,24ccm, vg = 4,67 com. Kon” - 0,748. Temperatur 37,5°. 
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Die Anfangsbedingungen! sind: B® = 656, p, = 662, ¢, — 648. Wir 
setzen Ap= — 148. Dann ist: 


Qo = 0,05165 nach Gleichung (15) 

Qo + Fo = 0.03955, a (16) 

Qo == 90,7077 “8 = (18) 

0, + 49’ = 0,6467 a a (18) 

(06 + Feo” )aiykoxon == 90,9778 Pa is (18) 
(00 + 4e'")arnin == 0,9856 __,, es (18) 
K aienyi-glycin =~ 765 - 5 (24) 


Der gleiche Wert war mit der ersten Methode gemessen worden. 


VI. Ausfiihrung der Messung. 


Erste Methode. Wird die GefiSkonstante nach der ersten Methode 
ermittelt, so ist bei der Messung der Peptidspaltung zu beachten, 
daf die Konstante nur fiir die bei der Messung der Konstanten be- 
stehenden Versuchsbedingungen streng giiltig ist. Man beschickt daher 
das VersuchsgefaB (Form Abb. 1) bei der Messung der Konstanten 
ebenso wie bei der Messung der Peptidspaltung, mit dem einzigen 
Unterschied, da8 bei der Messung der Konstanten an Stelle der Ferment- 
lésung die gleiche Menge des fermentfreien Lésungsmittels in den 
Hauptraum eingefiillt wird. Nachdem die Versuchsfliissigkeit mit 
dem kchlensdurehaltigen Gasgemisch gesittigt und das Versuchs- 
gefiB gegen die auBere Atmosphiare abgeschlossen ist, wird das 
Peptid aus dem Anhang in den Hauptraum hineingespiilt, 10 bis 
20 Minuten zwecks Temperatur- und Druckausgleich im Thermo- 
staten geschiittelt und die Druckinderung in tiblicher Weise gemessen. 

Zweite Methode. Wird die Gefibkonstante be- 
rechnet, so benutzen wir GefaiBe von der Form 
der Abb. 1 oder 3. Der Rauminhalt der GefaiBe 
nach Abb. 3 betragt 7 bis 14 ccm. Das GefaB 
enthalt einige Kubikzentimeter der peptidhaltigen 
Ringerlésung, der Gasraum des GefiBes eine 
kohlensaurehaltige Gasmischung. J St 

Versuchsbeispiel. Spaltung von Alanyl-glycin 
durch Darmschleimhaut der Ratte. Versuchs- 


fliissigkeit: Ringerlésung mit 429cmm Bicarbonat i) = 





und 1845cmm d, ]-Alanyl-glycin pro Kubikzenti- 
meter. Gasmischung 4,08 Vol.-°,, Kohlensaure 
in Argon. Temperatur 37,5°. Abb. 3. 











1 Die Anfangsbedingungen fiir diese Berechnung sind die End- 
bedingungen des Versuchs in Tabelle I. 
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Das Versuchsgefa8 enthielt 4ccm Versuchsfliissigkeit und 0,6 mg 
Darmschleimhaut (Trockengewicht). Die Giarung der Darmschleim- 
haut war unter den Versuchsbedingungen so gering, daB sie keine 
in Betracht kommenden Drucke erzeugte. 


Die Abmessungen waren folgende: 





UG —_— 7.34 ccm, Up = 4,0 cem, Kk arsnyi-giycio —- 18.0, 
(fir Jp = — 214). 
Zeit Druckanderungen Zeit Druckanderungen 

mm mm 

20’ (Ausgleichszeit) (— 41,5) 20’ — 28 

20’ — 41,5 20' — 15,5 

20’ — 41,5 40’ — 55 

29’ — 39,5 40! —1 


Gesamtdruckainderung — 214 mm. 
Gespaltene Peptidmenge = 214. 18,0 = 3850 mm. 


Das Resultat des Versuches ist, daB die Spaltung aufhért, nachdem 
3850 cmm Peptid zersetzt waren, waihrend das GefiB etwa die doppelte 
Peptidmenge, namlich 4 . 1845 — 7380 cmm d, ]-Alanyl-glycin enthielt. 
Dies Ergebnis steht im Einklang zu den Befunden von £. Fischer! 
und EF. Abderhalden?, die fanden, da die peptidspaltenden Fermente 
nur die aus natiirlichen Aminosiuren aufgebauten Peptide mit merk- 
licher Geschwindigkeit angreifen. 


VII. Vergleich der manometrischen Methode mit ilteren Methoden.' 


Zur Priifung der manometrischen Methode haben wir das Ergebnis 
des im vorangehenden Abschnitt beschriebenen Versuchs mit zwei 
alteren Methoden verglichen. 

1. Methode nach van Slyke. 2 ccm der Versuchsfliissigkeit gaben 
vor dem Hinzufiigen des Gewebes nach van Slyke 3,94 ccm feuchten 
Stickstoff (20,5°, 769mm Hg). 2cem der Versuchsfliissigkeit aus 
GefaB 1 gaben nach Beendigung des Versuches nach van Slyke 6,04 com 
feuchten Stickstoff (19,5°, 769mm Hg). Daraus berechnet sich die 
wihrend des Versuches gespaltene Peptidmenge zu 3840 cmm, wahrend 
manometrisch 3850 cmm gemessen war. 

2. Polarimetrische Methode. Die spezifische Drehung des _iso- 
elektrischen ]-Alanyl-glycins betrigt nach EZ. Fischer*: [a]}8° = — 50,3. 


1 E. Fischer und HE. Abderhalden, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol 
Chem. 46, 52, 1905. 

2 BE. Abderhalden und Y. Teruchi, ebendaselbst 49, 1, 1906. 

3 EF. Fischer, Chem. Ber. 41, 852, 1908. 
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Die spezifische Drehung des isoelektrischen ]-Alanins betragt nach 
E. Fischer': [a}?° —2,7°. Spaltet das Ferment in einer Lisung 
von d, ]-Alanyl-glycin nur das aus den natiirlichen Aminosauren zu- 
sammengesetzte Peptid, so tritt in der Lésung eine Linksdrehung des 
polarisierten Lichtes auf. 

Zur Messung der Drehung wurde die Versuchsfliissigkeit nach 
Beendigung des Versuches mit einem Tropfen Eisessig angesduert, um 
alles Dipeptid in isoelektrisches Dipeptid umzuwandeln. Wir fanden 
im 1-dm-Rohr fiir die angesiuerte Lésung 

on” — —0,30°, 
yahrend fiir die alleinige und volistandige Spaltung der rechtsdrehenden 
Komponente ap = — 0,302° berechnet ist. 
Es ergibt sich fiir die drei Methoden dasselbe Resultat. 


1 BE. Fischer, Chem. Ber. 40, 3721, 1907. 





ee ee nn aeesiainaennienliindaieninnenee ee ee 


+ ONT ERE  B  AO 


k 
' 


Untersuchungen iiber den Abbau der Gelatine 
mit Essigsiureanhydrid. Isolierung acetylierter Assoziate 
von partiell anhydrisierten Polypeptiden. 


IV. Mitteilung iiber den Abbau von Proteinen und ihrer Derivate. 


Von 
A. Fodor und Chasuva Epstein. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitat Jerusalem.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wie aus einer unserer friiheren Mitteilungen! hervorgeht, erhielten 
wir bei der Behandlung gewéhnlicher Handelsgelatine mit Essigsiure- 
anhydrid bei Siedehitze Abbauprodukte der ersteren, von denen wir 
bestimmte Fraktionen auf Grund der Elementaranalyse sowie des 
qualitativen Verhaltens und der kryoskopisch ermittelten Molekular- 
groBe als assoziierte Oxyprolyldipeptide angesprochen haben. In der 
Tat ergab dre Ermittlung des Verkiltnisses Amino-N : Gesamt-N im 
Hydrolysat der betreffenden Fraktionen den Wert v= 14, in Uber- 
einstimmung mit dem Prolyldipeptidcharakter dieser Kérper?. Eine 
gréBere Menge der gereinigten Abbauprodukte wurde, ohne weiter 
fraktioniert zu werden, der Bausteinanalyse unterworfen und die 
Anwesenheit von Prolin, Oxyprolin, Glykokoli und Alanin im Hydro- 
lysat festgestellt. Die Gesamtmasse der zu reinigenden Abbauprodukte 
besteht somit aus Produkten, die diese Aminosduren als Bausteine 
enthalten. Diese Masse betrug rund 40°, der lufttrockenen Gelatine. 
Eine weitere Menge von etwa 20°, der letzteren kpnnte vorderhand 
keiner erfolgreichen Reinigung unterworfen werden. Diese Zahlen 
erhéhen sich entsprechend dem in der Gelatine enthaltenen etwa 16°, 
Intermicellarwasser, die nicht entfernt werden kénnen| ohne die Gelatine 
um ihre Fahigkeit zu bringen, sich im Essigsiiureanhydrid glatt auf- 
zulésen. Etwa 70°, der Gelatinemenge konnten somit aus dem Reaktions- 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 171, 222, 1927. 
® Diese Zeitschr. 200, 211, 1928. 
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A. Fodor u. Ch. Epstein: Abbau der Gelatine usw. 25 


gemisch zur Abscheidung gebracht werden, wiewohl die Reinigung, 
wie gesagt wurde, nur von einem Teile, etwa von 46°, gelungen ist. 
Diese Menge setzt sich aus den oben genannten vier Bausteinen zu- 
sammen. 

Es konnte spiter die Wahrnehmung gemacht werden, dai nur 
einzelne Fraktionen dieser Abbauprodukte frei von Acetylgruppen 
sind. Die héheren, d. h. aus dem alkoholischen Extrakt des Reaktions- 
gemisches schwerer isolierbaren Fraktionen, enthielten bereits mit 
Hilfe qualitativer Methoden nachweisbares Acetyl. 

Eine weitere Aufklarung der Entstehungsweise dieser Stoffe wurde 
vom Abbauversuch des (elatinepeptons mit Essigsiureanhydrid er- 
wartet!. Zu unserer Verwunderung konnten wir die Feststellung 
machen, das diese Produkte, die in einer groben Zahl von Fraktionen 
zerlegt worden sind, Acetyl enthielten und ferner als Relation Amino-N 
: Gesamt-N = v in den Hydrolysaten entweder ?/, oder Zahlen in 
unmittelbarer Niihe von ?/, ergaben. Die Ziffer 1 konnte nicht auf- 
gefunden werden. Auberdem erweckte das Analysenresultat den Kin- 
druck der einheitlichen Zusammensetzung dieser Fraktionen, die sich 
untereinander im wesentlichen lediglich durch ihren Assoziationsgrad 
und ihre physikalischen Eigenschaften zu unterscheiden schienen. 

Der erwihnte Befund lie} in uns den Gedanken aufkommen, 
daB der Gelatineabbau durch zwei Momente unterschiedlich vom 
Peptonabbau sein kann. Zunichst kénnte es sich darum handeln, 
daB bei der Peptonbereitung nur eine bestimmte Fraktion der Gelatine 
in das Endprodukt tibergeht, gerade diejenige, die bei der Behandlung 
mit dem Essigsiureanhydrid keine Fraktionen von v= 14 liefert. 
Dieser Anteil der Gelatine miiBte sodann der noch nicht gereinigten 
Hialfte entsprechen. Allerdings entbehrte, diese Annahme von vornherein 
der Wahrscheinlichkeit, da dergleichen groBe Verluste an Material 
(etwa 50°%,) bei der Pepsinverdauung des Gelatinepeptons nicht im 
entferntesten in Frage kamen. ; 

Eine andere Méglichkeit bestand jedoch darin, daB der Abbau 
der Gelatine mit Essigsiureanhydrid unter den von uns gewahlten 
Bedingungen kein rein anhydrolytischer Vorgang war, sondern da 
die Anwesenheit von etwa 16°, Wasser ein gewisses Mas der Hydrolyse 
gestattet, die bei der Behandlung des absolut trockenen Peptons mit 
dem gleichen Mittel nicht auftritt. 

Um diesen beiden Méglichkeiten auf die Spur zu kommen, haben 
wir zuniichst verschiedene Sorten von Handelsgelatine der ersch6pfenden 
Elektrodialyse unterworfen, sowohl das so behandelte als auch das 
nicht dialysierte Produkt in vergleichender Weise mit Essigsiéure- 


1 Diese Zeitschr. 200, 211, 1928. 
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anhydrid behandelt und die Relation v in den Hydrolysaten der ent- 
sprechenden gereinigten Fraktionen bestimmt. Zudem_ verfuhren 
wir in der Weise, da die Gelatine nicht, wie bis dahin, mit dem Anhydrid 
in unmittelbarer Weise gekocht wurde, sondern daB wir erstere vorher 
mit dem Reagens 20 Stunden lang in der Kilte zur Aufquellung brachten, 
die Fliissigkeit abdekantierten und mit einer frischen Portion des 
Anhydrids bei Siedehitze behandelten. 

Die Ergebnisse dieser Versuche waren untereinander vollstindig 
konform und besagten, daB bei dieser Vorbehandlung sowohl] die elektro- 
dialytisch gereinigte Gelatine als auch das einer Reinigung dieser Art 
nicht unterworfene Produkt fiir v genau = ?/, in den entsprechenden 
Fraktionen lieferte. Obwohl also bei der Elektrodialyse der Gelatine 
erfahrungsgemaB N-haltige Produkte abgefiihrt werden, erfolgt bei 
dieser Gelegenheit keinerlei Fraktionierung der ersteren, ferner wissen 
wir nach diesen Versuchen, da die Entstehung der Produkte mit 
dem v-Wert = ' einer Hydrolyse zugeschrieben werden muBte, die 
beim Abbau des Peptons mit Essigsiureanhydrid unterbleibt, wes- 
wegen auch die v-Werte hier in der Nahe von 2/, liegen bzw. genau 
2/, betragen. 

Da wir somit allen Grund zur Annahme hatten, daf die den Asso- 
ziaten zugrunde liegenden ( xyprolyl-Dipeptidkomplexe in sekundiirer 
Weise entstehen, bestand unsere nichste Aufgabe darin, einen Abbau 
der Gelatine mit dem Essigsiureanhydrid so zu leiten, da} einer Hydro- 
lyse kein Raum mehr geboten wird und wir auch hier zu Fraktionen 
vom v-Wert ?/, gelangen. Die erwaihnte Vorbehandlung der Handels- 
gelatine mit Anhydrid gab uns dazu ein Mittel. Es zeigte sich nunmehr, 
daB die auf diese Weise entstandenen Fraktionen, ebenso wie jene 
aus Pepton, v- Werte lieferten, die in unmittelbarer Nihe von 2/, lagen, 
daB man jedoch die Zahl ?/, genau nicht erreichen kann. Im Gegensatz 
zu den elektrodialysierten Proben, die in kleinen Mengen dargestellt 
worden sind, gelingt die Behandlung gréBerer Gelatinemengen, auf 
die wir bei einer umfassenderen Untersuchung der Fraktionen un- 
bedingt angewiesen sind, nicht in der Weise, daB man genau 2/;-Produkte 
erhalt. Der Gedanke lag nahe, da vielleicht die véllige Vorentwisserung 
groBerer Gelatinequantitaten mit Essigsaiureanhydrid nicht restlos 
gelingt. Die erhaltenen Werte betrugen in der Regel v = ?/,, bis ?/, .. 
Da aber die Peptonfraktionen, bei deren Entstehung ein reiner hydro- 
lytischer Vorgang offenbar so gut wie ausgeschlossen ist, ahnliche 
v-Werte zeigten, so kam der Verdacht auf, dab ein gewisser Spielraum 
zur Bildung von Fraktionen mit etwas unter ?/, liegenden v-Werten 
auch unter rein anhydrolytischen Bedingungen dargeboten wird. 
Wir unterwarfen aus diesem Grunde die Fraktionen der ersten 
Acetylierung mit Essigsiiureanhydrid weiteren Behandlungen mit 
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diesem Reagens und stellten in der Tat fest, dais dabei die v-Werte 
stets geringer werden und nach der dritten Behandlung in der Regel 
den Wert ?/, oder '/, erreichen. Dieser Befund bestirkte uns in unserer 
Uberzeugung, da8 die Produkte v =: !., sekundir aus solchen von v = 2/s 
gebildet werden. Mit anderen Worten, es wird ein Tripeptid des Prolins 
bzw. Oxyprolins in ein Dipeptid der letzteren allmahlich, bei fort- 
gesetzter Behandlung mit siedendem Essigsiiureanhydrid, verwandelt, 
indes die Tripeptidkomplexe die urspriinglich bestehenden darstellen. 
Dafiir spricht das Ergebnis der in kleinen Mengen durchgefiihrten 
Versuche mit Gelatine. Bei gréBeren Mengen letzterer 1iBt es sich 
nicht vermeiden, daS, indes ein Teil der urspriinglichen Komplexe 
unabgebaut ist, ein anderer Teil bereits tiberbehandelt wurde und keine 
reinen ?/, Komplexe mehr ergibt. 

Ebenso wie die Peptonprodukte enthalten die auf diese modifizierte 
Art gewonnenen Gelatinefraktionen bereits qualitativ nachweisbares 
Acetyl. Der niedrigste Acetylgehalt betragt 12,68 °,, CH,CO, der héchste 
24,.22°,. Jenem entspricht ein N-Gehalt von 14,77°,, diesem ein 
solcher von 13,89°,. Das v-Verhaltnis von Amino-N zum Gesamt-N 
in den Hydrolysaten ist dort v= ?/,,, hier v= ?/,,. Beim ersteren 
der beiden Produkte berechnet sich eine Relation von 7 Acetyl auf 
24 N-Atome, beim zweiten dagegen eine solche von 5 Acetyl auf 
8 N-Atome. Das auf kryoskopischem Wege in wiisseriger Lésung er- 
mittelte Molekulargewicht dieser Verbindungen betrigt stets un- 
gefahr 800. 

Neben diesen beiden Extremen an Acetylzahlen erhielten wir Pro- 
dukte, die eine Zwischenstellung einnehmen. Eines enthilt 14,73", 
CH,CO neben 14.64°,, N bei einer v-Ziffer von ?/,, ein anderes 17,03 °,, 
CH,CO und 14,1 °, N, v = 2/,,.  Ersteres enthalt fiinf Acetyl- 
gruppen auf 16N, letzteres drei CH,CO-Gruppen auf 8N. Die 
Molekulargr6éBen sind die gleichen wie bei den vorher erwihnten 
Produkten. 

Wenig charakteristisch sind die Kohlenstoff- und Wasserstoff- 
zahlen. Das Produkt mit 14,77°, N enthalt 50,18°, C und 627°, H; 
jenes mit 14,64°,, N ergab 50,34°,, C und 6.20°,, H. Im Mittel lieferten 
die Peptonprodukte 50,33 °,, C, 6,37 °,, H, 14,68 °,, N. Alle diese Produkte 
unterscheiden sich voneinander wesentlich nur durch ihre Acetyl- 
zahlen, haufig auch durch den N-Gehalt und die Relation Amino-N 
: Gesamt-N. Dagegen kénnen bei groBen Unterschieden der Acety]- 
werte, des N-Gehalts und sogar der v-Beziehung konforme Werte der 
Elementaranalyse und des Molekulargewichts vorgefunden werden. 


Fiir die soeben beschriebenen vier Produkte aus der Gelatine, die 
nach dem gegen frtiher abgeanderten Verfahren unter Ausschlub 
hydrolytischer Einfliisse, soweit dies tiberhaupt mdéglich ist, bereitet 
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worden sind, gibt die Zusammenstellung weiter unten einen Uberblick 
ihrer analytischen Zusammensetzung. 

Die Substanzen sind alle im Vakuumapparat bei etwa 105° vor- 
getrocknet worden. 

Bei einer, wenn auch nur provisorischen Deutung dieser Daten 
miissen wir folgende Befunde nochmals scharf in Betracht ziehen: 

1. Es gelingt unter Umstinden Produkte zu erhalten, deren v-Werte 
genau ?/, betragen. Diese gehen allmihlich, sei es unter dem Einflu8 
hydrolytischer Faktoren, sei es — was der Versuch unmittelbar zeigt — 
durch langere Behandlung mit dem siedenden Essigsiureanhydrid, in 
neue Produkte tiber, deren v-Werte = ', sind. Dazwischen entstehen 
Substanzen mit interpolierten v-Werten, wie ?/,,, 2/, , und noch naher 
zu 1% gelegenen, je nach den dargebotenen Bedingungen im Versuch, 
die man freilich nicht immer glatt in der Gewalt hat. Wir sind somit 
berechtigt, als Grundkérper entweder ein Prolyltripeptid (bzw. Oxy- 
prolyltripeptid), oder aber diesen entsprechende Hexapeptide an- 
zunehmen, da nur solche v-Werte von genau ?/, ergeben kénnen. 

2. Beziiglich der anderen Bausteine eines solchen Grundpeptids 
ist darauf hinzuweisen, daf die mit den gereinigten Fraktionen aus 
der Gelatine seinerzeit von uns vorgenommene Bausteinanalyse neben 
Prolin und Oxyprolin noch Glykokoll und Alanin ergab, und daf keine 
Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein noch anderer Bausteine in 
den Hydrolysaten dieser Produkte vorliegen. AuBerdem erinnern 
wir uns, daf ein bestimmter Bruchteil dieser gereinigten Fraktionen 
analytisch recht gut mit Oxyprolylalanin in Einklang zu bringen war 
bzw. mit anhydrisierten Assoziaten dieses Dipeptids, entsprechend 
dem Molekulargewicht und der Vorbehandlung bei 105° im Vakuum. 

3. Wir haben, soviel wir in der gegenwiartigen Phase dieser Unter- 
suchungen beurteilen kénnen, allen Grund anzunehmen, daf der Prolin- 
bzw. Oxyprolinrest in der Mitte der Tripeptidkette steht bzw. eine 
dementsprechende Stellung im Hexapeptidkomplex besitzt. Sonst 
wiirden wir weder die Bildung von Oxyprolylalaninkomplexen in 
selbstandiger Form erkliren kénnen, noch die Entstehung des von 
Levene und Beaty! vorgefundenen Prolylglycinanhydrids bei der 
fermentativen Verdauung der Gelatine, das neuerdings auch von 
Gawrilow und Lawrowsky? bei der chemischen Zerlegung der letzteren 
unter den Abbauprodukten entdeckt wurde. 

Nur bei Annahme eines mittelstandigen Prolin- bzw. Oxyprolin- 
restes in einem Tripeptidkomplex l4Bt sich jedoch die Bildung der 
genannten Dipeptide recht gut verstehen. Denn in diesem Falle steht 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 48, 3168, 1910. 
2 Diese Zeitschr. 190, 278, 1927. 
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die CO-Gruppe des vorderen Aminosiurerestes mit dem nunmehr 
tertiaren Stickstoffatom des Prolins in Verbindung, so daB eine hydro- 
lytische bzw. acetolytische Abspaltung der vorn stehenden Aminosiiure 
mit Leichtigkeit erklarbar ist. 


/ 
n-co-n + CH,COOH = R—COO'!H + N; 
CH,.CO 
s. auch unten Formelbilder I und II. 

Allein die eingetretene Acetylgruppe diirfte am _ Prolinstickstoff 
gleichfalls keine groBe Bestandigkeit besitzen und im Falle des Oxy- 
prolins zum Sauerstoff wandern, beim Prolin jedoch den geringsten 
hydrolytischen Einfliissen mit Leichtigkeit unterliegen und eine Ab- 
spaltung erfahren. : 

Unter den bei der Behandlung der Gelatine mit dem Essigsiure- 
anhydrid unsererseits beobachteten Bedingungen wird eine Acetolyse 
am Prolin-N nur im untergeordneten Mae erfolgen, da wir sonst die 
Entstehung von Produkten mit v == ', in gréBerer Menge feststellen 
kénnten. Als Beweis dessen, daB ein Vorgang dieser Natur dennoch 
Platz greift, sind die v-Werte kleiner als ?/;, niamlich */,, usw. Unter 
Bedingungen aber, die einer wahren Hydrolyse Vorschub leisten, wenn 
man z. B. die Vorbehandlung mit kaltem Anhydrid beiseite liBt, erhalt 
man, wie die friiheren Versuche deutlich besagen, vorziigliche Produkte 
mit v= 14. Daf diese auch auf dem Wege der Desassoziation ent- 
stehen kénnen, zeigen jene Experimente, in denen die v-Werte beim 
langeren Erhitzen mit dera Anhydrid von ?/, allmahlich auf 1. sanken. 
Der Tripeptidkomplex wurde zuerst durch Acetolyse in den Dipeptid- 
komplex gespalten, der zunichst als Bestandteil eines gemischten 
Assoziats mit Tripeptidkomplexen in Verbindung blieb, nachher aber 
durch Desassoziation sich abgelést hat. 


Auf Grund dieser Uberlegungen gelangen wir zu der Ansicht, daB 
das urspriingliche Tripeptidderivat, das bei der Behandlung der Gelatine 
und des Gelatinepeptons mit Essigsiureanhydrid spontan gebildet 
wird, ein anhydrisiertes Glycyl-prolyl-alanin bzw. Glycyl-oxyprolyl- 
alanin darstellt. Wird durch die besagte acetolytische bzw. hydro- 
lytische Reaktion Glykokoll abgespalten, so entsteht Prolyl-alanin bzw 
Oxyprolyl-alanin. 

Auf Grund der analytischen Resultate sowie der Molekulargrébe 
unserer Produkte sind wir in der Lage, diese aus einer dreifachen mole- 
kularen Assoziation folgender Komplexe aufzubauen: 


Aus anhydrisiertem Acetyl-glycyl-prolyl-alanin, Glycyl-(acetyl)- 
oxyprolyl-alanin, Acetyl-glycyl-(acetyl)-oxyprolyl-alanin; Acety]-prolyl- 
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alanin, Acetyl-oxyprolyl-alanin; endlich kommt noch dazu der durch 
schwache Hydrolyse entstandene Komplex Oxyprolyl-alanin. 


Demnach wird die strukturelle Zusammensetzung unserer analy- 
sierten Produkte aus Gelatine, unter den erwaihnten Kautelen her- 
gestellt, etwa die folgende sein: 


2 | (Glyeyl-(acetyl)-oxyprolyl-alanin)—H,O 


Fraktion Ia. (Glyeyl-(acetyl)-oxyprolyl-alanin)—H,O 
(Acetyl-oxyprolyl-alanin)— H,O | 


(Acetyl-glycyl-prolyl-alanin) 


[ic yl-glycyl-proly)-alanin) 
(Prolyl-alanin) | 


2 [CygHy, Ng9,;) + [C32 H52N 0,5] 


MeO. cs Ns ke. Re Sy. wf CS 
2A oe ea 6,36 ov. - ae 
Ge eae he ae ee » 14,64 
BES 0 oS Ale s » ware 

a Se. oo Se ee ee wee Mae “8 3 ‘8,2 ” a 8,19 
so a Gmittiewes) « . ss +5 T8046 - 796 


Fraktion I. (Glycyl-(acetyl)-oxyprolyl-alanin)—H,O 
f Glycyl-(acetyl)-oxyprolyl-alanin) — H1.0| 
(Acetyl-oxyprolyl-alanin)—H,O 
Acetyl-glycyl-prolyl-alanin 
Oxyprolyl-alanin 


[(CyyHyeN,Oy) +2 [C32 H52N,044) 


[sce yl-glycyl-prolyl-alanin | 
19 


OUR. we on tee ss OO Bee. 6 6 6et. ISS, 
ae a ee Sa a 8 8 6,55 6,27 
ok SS ie ew eS yee 14,77 
eS: b)et66 «a ow. oe SE » S88 
ae, eee a oe a ee er sg 8,2 : s 38,2 
«» if (mittiones) .... » 749,12 819 


Acetyl-glycyl-proly]-alanin 


Fraktion IIb. [sce yl-glycyl-prolyl-alanin 


(Acet y]-oxyprolvl-alanin)—H,O 


[cis yl-glycyl-prolyl-alanin 
ev. 


(Glycyl-(acetyl)-oxyprolyl-alanin) —H, o| 


(Acetyl-oxyprolyl-alanin)—H,O 


Cy4H52N,04, 
fir C. . ber. 51,22% gef. — 
oe as 6,58 o _ 
ee 14,06 » 14,07% 
» Acetyl. 16,20 ee 
a er ° a ‘3,2 ” s 3,27 
oa . 796,46 = — 
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urch Fraktion Ir. [tscetst sige octst)-orsprtyalani ‘ ics 
\Acet yl-glycyl-(acetyl)-oxyprolyl-alanin | . 
(Acetyl-oxyprolyl-alanin)—H,O 
aly - CygH 59 N04, 
her- ee | ee 2 
_ Sere et ee ee ee 6,39 9 
Nee eee ee » 13,89% 
a 0 le aE Aer » 24,22 
Oe, 2 ee ee aT re ee ee : . 3,2 . . 3,31 
ee RS eee Cee AE 


Zu diesen Strukturformeln wire zu bemerken, daf sie nicht un- 
bedingt durch eine wahre molekulare Assoziation zustande zu kommen 
brauchen. Unter Verwendung der von 7’. B. Robertson zum ersten Male 
angewandten tautomeren Formeln fiir Peptide: 


/OH 
R—CO.NH— = R.C—N-, 
| 


kann man sich die Assoziation mit Hilfe von Hauptvalenzen, somit 
auch im Sinne einer Polymerisation, denken. Von diesem Aufbau haben 
wir in unseren Konstitutionsformeln (s. unten) Gebrauch gemacht. 
Die von uns gedachten Strukturen sind lediglich in ihrem Geriist richtig, 
weniger vielleicht in den Einzelheiten. Die Analyse kann zwischen den 
oben fiir Produkt I1b angegebenen Formeln keine Entscheidung treffen, 
ohne dai z. B. besondere Methoden zur Bestimmung der freien COO H- 
Gruppen versucht werden, womit wir gerade zurzeit beschaftigt sind. 
Ferner ist es fraglich, ob die Reihenfolge der Bausteine Glykokoll, 
Prolin (Oxyprolin) und Alanin stets in allen Fillen sich gleich bleibt. 
Man wird somit noch weitere Spaltstiicke fassen miissen, um dies- 
beziiglich klarer zu sehen. Eine groBe Schwierigkeit besteht darin, 
daB diese Assoziate keine Individuen darstellen, die man bei Inne- 
haltung gleicher Versuchsbedingungen unfehlbar immer wieder erhilt, 
sondern Produkte, die ihren Geriisten nach zwar stets die gleichen 
sind, im praziseren Aufbau jedoch Abweichungen zeigen, deren Ausmab 
von gewissen Inponderabilien bei der Darstellung bzw. Fraktionierung 
abhangig ist. 
| Eine noch offene Frage bleibt ferner, ob die Acetylreste, die in 
diesen Produkten sitzen, wie in unseren Strukturformeln angedeutet 
ist, wirklich ausschlieBlich im Oxyprolinhydroxyl und in primiren 
Aminogruppen substituiert sind, ob nicht auch die sekundiren Imino- 
gruppen Tragerinnen von Acetyl sein kénnen. In diesem Falle miBte 
die Anzahl der offenen Ketten, cet. par. jene der freien COO H-Gruppen, 
eine geringere sein, und statt ihrer wiirden anhydridische Ringe auf- 
treten wie in unserer Konstitutionsformel I (s. unten). Demzufolge 
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ware die Anzahl der Oxyprolylhydroxyle entsprechend geringer, dic 
bei uns als Acetyltrager herangezogen werden. Auch hieriiber kann 
die Analyse ohne die Mithilfe besonderer Methoden nicht entscheiden 

Nunmehr sehen wir uns vor die Frage gestellt, woher die durch 
Acetyl besetzten Gruppen stammen, die unsere Gelatine- und auch 
Peptonprodukte enthalten. Mit Ausnahme der Komplexe, in denen 
wir auch eine Besetzung des Oxyprolylhydroxyls mit O-Acetyl] an- 
nehmen miissen, werden es primaire Aminogruppen sein, die N-Acety|! 
tragen. Wir miissen annehmen, da der Eintritt der Acetylreste in 
diese durch eine direkte Acetolyse erfolgt, der bestimmte CO—NH- 
Bindungen der durch die Hitzewirkung gleichzeitig partiell desassozi- 
ierten Gelatine ausgesetzt sind. Da in der Gelatine (und noch mehr 
im Pepton) auch freie primaire Aminogruppen vorkommen, so werden 
unter den Reaktionsprodukten der Acetylierung auch Fraktionen mit 
einer acetylierten primiren Aminogruppe auffindbar sein, die nicht 
erst aus der acetolytischen Aufspaltung einer CO—N H-Bindung hervor- 
gegangen ist. Solche enthalt unser Produkt Ir. Bedenken wir, dai 
Gelatinepepton bzw. jener Anteil des peptischen Verdauungsgemisches 
der Gelatine, der aus der methylalkoholischen Lésung durch Athy]- 
alkohol gefallt wird, auf je 20 N-Atome nur eine freie Aminogruppe 
enthalt, wogegen die Assoziate des Glycyl-prolyl-alanin-anhydrids auf 
21 N-Atome maximal 7 N-Acetylgruppen enthalten kénnen. Nun 
dirfen wir unbedingt annehmen, daf gerade dieser Anteil des Gelatine- 
peptons mit unseren gereinigten und analysierten Gelatinefraktionen 
korrespondiert, da seine Behandlung mit Essigsiiureanhydrid ein 
Reaktionsprodukt ergibt, das sich ohne den geringsten Riickstand restlos 
in Fraktjonen trennen laBt, die genau die gleiche analytische Zusammen- 
setzung wie die Gelatinefraktionen aufweisen. Eine umfassende Unter- 
suchung dieser Substanzen aus Pepton steht uns bevor. 

Ist der Eintritt des Acetyls das Resultat einer Acetylierung von 
in der Gelatine selbst als auch im Pepton primar vorhandenen OH- 
und NH,-Gruppen, sowie von durch eine Acetolyse erst in sekundarer 
Weise aus CO—NH-Gruppen entstandenem N H,, so ergeben sich zwei 
Méglichkeiten fiir die origindre Stellung der letzteren. Entweder ist 
das Tripeptidanhydrid, dem diese —CO—NH-Gruppen angehéren, das 
sekundire Spaltprodukt einer lingeren Polypeptidkette, oder aber 
es bildete in der Gelatine bzw. im Pepton eine in sich geschlossene 
Kette, die sodann durch Acetolyse gespalten wurde. Im ersten Falle 
hatten wir noch hinzuzufiigen, daB man sich die lingere Peptidkette 
zum gréBten Teile gleichfalls geschlossen vorzustellen hat. Dafiir 
sprechen zwei Momente sehr entschieden: Einmal enthalt, wie bereits 
gesagt wurde, das Gelatinepepiton nur auf je 20 N-Atome eine freie 
Aminogruppe, sodann zwingt uns die Beschaffenheit des seinerzeit 
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aus der Gelatine durch Abbau mit wasserfreiem Glycerin! bei 130° 
erhaltene Produkt P, zu einer solchen Annahme. Dieses Produkt vom 
Molekulargewicht 406 enthalt nur auf je 50 N-Atome eine freie Amino- 
gruppe. AuBerdem betragt sein v-Wert */,. Hier liegt somit ein Des- 
assoziationsprodukt der Gelatine vor, das sich vom Pepton nur durch 
seinen noch geringeren Gehalt an Amino-N unterscheidet, ferner 
durch seine Spaltbarkeit mit Pepsin. Dieser letztere Umstand hangt 
offenbar mit der gegeniiber dem Pepton verringerten Zahl freier Amino- 
gruppen zusammen. Das Pepsin spaltet bestimmte CO—N H-Bindungen 
unter Infreiheitsetzung von primaren Aminogruppen. 


Angesichts dessen, daB dieses Produkt P; als v-Wert ?/, ergibt, in 
Anbetracht ferner seines Molekulargewichts, kann in ihm nur ein 
assoziiertes Tri-, oder aber ein Hexapeptid der besagten Baustein- 
zusammensetzung vorliegen. Wenn wir also nicht zur Annahme schreiten 
wollen, daB das wasserfreie Glycerin bei 130° hydrolytische Prozesse 
in der Gelatine, die etwa 70°, ihres Absolutgewichts an P, liefert, 
auslést, so miissen wir dieses Hexapeptid als Maximalkomplex der 
Gelatine ansehen. Allerdings haben wir in diesem Falle mit Ringen 
von 18 Gliedern zu rechnen, die bei der Anhydrisierung einer solchen 
Kette geschlossen werden. Bei der Annahme des Tripeptids dagegen 
wiirden sich die Glieder dieses Ringes auf 9 reduzieren. Das Molekular- 
gewicht von etwa 400 wiirde in diesem Falle durch assoziatives Zu- 
sammentreten zweier Tripeptidkomplexe zu erkliren sein, wogegen 
unsere acetylierten Gelatinekomplexe Assoziate dreier Komplexe 
darstellen. 








Abb. 1. Urspriinglicher Tripeptidkomplex. 


—prolyl—. 
3 [ Giyeyl alanin-3 H, o| v = 2/3. 
\(oxyproly) 


1 A. Fodor und R. Schénfeld, diese Zeitschr. 200, 223, 1928. 
Biochemische Zeitschrift Band 210. 8 
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Abb. 2. Produkt IIb. 
Acetyleglycylsprolyl-alanin 
Acetyl-glycyl-prolyl-alanin v = 2/3,9. 
Acetyl-oxyprolyl-alanin-H, O 





Abb. 3. Produkt Ir. 


DaB derartige assoziierte Komplexe sowohl von Dipeptiden als 
auch von Tripeptiden, ferner von beiden untereinander existieren, 
wissen wir aus den friiheren Abbauversuchen mit Essigsiureanhydrid. 
Nur ist noch nicht klargestellt worden, ob sie auBerhalb des durch 
das Essigsiureanhydrid dargebotenen Milieus ebenfalls entstehen. Soviel 
mit Sicherheit bekannt ist, sind diese Assoziate in wasseriger Lésung 
unbedingt bestandig und fermentativ spaltbar. 


Wir diirfen nach dem Gehérten in der Gelatine, im Pepton und 
im Produkt P; mit Hexapeptiden als Maximal- und mit Tripeptiden 
als Minimalkomplexen rechnen. Bei der Acetylierung entstehen aus 
den hier unbedingt gebildeten Tripeptidkomplexen in sekundarer 
Weise Dipeptidkomplexe, die sich mit ersteren assoziieren und unsere 
analysierten Acetylprodukte darstellen. Unter besonderen Bedingungen 
der Acetylierung entstehen vorziiglich, selbstverstindlich wiederum in 
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sekundarer Weise (durch Hydrolyse), Dipeptidkomplexe, die sich unter- 
einander assoziativ verbinden. 

Die im Pepton vorliegenden freien Aminogruppen, die im Produkt P; 
noch fehlen, sind offenbar die Stellen, die aus der Pepsinspaltung der 
Gelatine hervorgehen. Es la8t sich der urspriingliche Gehalt der Gelatine 
an freien Aminogruppen nicht leicht ermitteln, da dafiir die Herkunft 
und Qualitat der Gelatine mit ausschlaggebend sind. Wenn wir jedoch 
Produkt P; als MaBstab nehmen, so wiirde der Gehalt etwa die Hilfte 
jenes im Pepton betragen!. Bei der Annahme eines Hexapeptids bzw. 
doppelt assoziierten Tripeptids im Pepton, dessen Molekulargewicht 
etwa 400 betrug, wiirde dann auf etwa je drei Hexapeptidkomplexe 
bzw. je sechs Tripeptidkomplexe eine Pepsinspaltstelle fallen. Es 
ist gegenwartig unmdglich, eine Antwort auf die Frage zu geben, auf 
welche Weise gerade diese Bindungen der Pepsinwirkung anheimfallen. 
Hier miissen offenbar besondere Verkettungen der beteiligten Amino- 
gruppen im Spiele sein, d.h. Verkettungen mit Bausteinen, an denen 
das Pepsin in spezifischer Weise eingreifen kann. 

Es ist noch zu verfriht, irgend eine verbindliche Meinung iiber die 
Konstitution eines Proteins bzw. der Gelatine zu auBern. Immerhin 
halten wir es nach diesen Darlegungen fiir sehr wohl méglich, daB 
wir auf die von Emil Fischer ausgesprochene Ansicht zuriickkommen 
werden, nach der ein EiweiBkérper aus anhydrisierten Kernen und aus 
von diesen ausgehenden Seitenketten aufgebaut ist. Diese fermentativ 
spaltbaren Kerne werden nach unseren bisherigen Befunden nicht 
von Diketopiperazinen, sondern von assoziierlen Polypeptidketten 
dargestellt, von denen nur einige wenige geéffnet sind, deren Amino- 
gruppen die erwahnten Seitenketten tragen. Der mit unseren Gelatine- 
produkten korrespondierende Anteil des Gelatinepeptons, der in Methyl- 
alkohol léslich ist und die Hauptfraktion des Peptons bildet, kiénnte 
den Kern der Gelatine im besagten Sinne vorstellen, der hier aus unter- 
einander assoziierten, wie gesagt, gréBtenteils geschlossenen Ketten 
von Prolin-(Oxyprolin)-Glykokoll-Alanin-Polypeptiden besteht. Die hier 
herrschenden Bindungen sind ausschlieBlich der Trypsinwirkung, 
vielleicht auch dem Erepsin, zugianglich bzw., um die letzten Befunde 
Grassmanns* heranzuziehen, dem Polypeptidasebestandteil des Trypsins. 
Das Produkt P,;, das mit Pepsin noch spaltbar ist, dessen tryptische 
Spaltbarkeit sich aber kinetisch von jener der Gelatine sowie des 
Gelatinepeptons nicht unterscheidet, miiBte im Sinne dieser Aus- 
einandersetzungen auBer den Kernen noch durch das Pepsin abspaltbare 
Seitenketten enthalten. 





1 Siegfried, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 271, 1914. 
2 W. Grassmann und Dyckerhoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 
41, 1928. 
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Versuchsteil. 


1. Bestimmung des Verhdltnisses inrcnnstnad 
Gesamt-N 
Hauptfraktionen Ia und I, die aus dem Abbau elektrodialytisch gereinigter 


bzw. nicht gereinigter Gelatine mit Essigsdureanhydrid hervorgehen. 


= v im Hydrolysat der beiden 


a) Elektrodialysierte Gelatine D. G.F. (Die Elektrodialyse geht im 
Dialysator der Deutschen Steinzeugwerke zwischen einer Goldnetzanode 
und Silbernetzkathode vor sich. Dauer etwa 15 Tage.) 


Fraktion Ia (wie gewohnlich gereinigt; s. auch weiter unten). Etwa 
0,4 g Substanz wurden mit 18°%iger Salzséure hydrolysiert. Je 0,5 ccm 
neutralisiertes Hydrolysat geben nach der Methode von van Slyke 1,49 
und 1,47cem N (27°; 26,718 inch.), entsprechend 136mg Amino-N pro 
100 cem; je 5 ccm Hydrolysat verbrauchen nach Kjeldahl 7,30 und 7,35 eem 
n/10 Saéure, entsprechend 210 mg Gesamt-N; 


ee 
~ 210 ~ 8,08 

b) Elektrodialysierte Gelatine (Goldblatt, Kahlbawm). 

Fraktion Ia (gereinigt). 0,25g wurden hydrolysiert. Je 0,5 ccm 
neutralisiertes Hydrolysat: 1,28, ferner 1,30 und 1,30cem N_ (27°; 
26,716 inch.), entsprechend 126 mg Amino-N pro 100 ccm. Je 5 cem Hydro- 
lysat verbrauchen 6,85 und 6,90 cem n/10 Saéure nach Kjeldahl, entsprechend 
190 mg Gesamt-N in 100 ccm; 


v 


c) Nichtdialysierte Gelatine (Goldblatt, Kahlbaum). 


Fraktion Ia (wie zuvor). Je 0,5 cem Hydrolysat: 1,11 und 1,10 cem N 
(26,5°; 26,716 inch.), entsprechend 108 mg Amino-N pro 100 cem; 10 cem 
Hydrolysat verbrauchen 12,10 cem n/10 Saéure nach Kjeldahl, entsprechend 
170 mg Gesamt-N pro 100 ccm; 
; a. eee 
~ 170 2,88" 


v 


2. Bestimmung des v-Verhdltnisses im Hydrolysat elektrodialytisch gereinigter 
bzw. nicht gereinigter Gelatine D.G. F. 


a) 15cem elektrodialytisch gereinigter Gelatinelésung wurden mit 
5 g konzentrierter Schwefelsdéure unter Kiithlung vermengt und das Gemisch 
zur Hydrolyse erwarmt. 


Je 0,5 com Hydrolysat (wie immer neutralisiert) geben nach van Slyke : 
1,70 und 1,72cem N (27°; 26,716 inch.), entsprechend 160mg Amino-N 
pro 100 ccm; je 10 cem Hydrolysat verbrauchen 17,25 und 17,30 ccm n/10 
Saéure nach Kjeldahl, entsprechend 240 mg Gesamt-N pro 100 ccm; 


ee 
a — 2 
b) Dasselbe mit elektrodialytisch nicht vorbehandelter Gelatine. 


Je 0,5cem Hydrolysat: 1,96 und 1,96 cem N (26°; 26,718 inch.), ent- 
sprechend 192 mg Amino-N pro 100 ccm; je 5cem Hydrolysat: 10,20 und 
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10,15cem n/10 Saéure nach Kjeldahl, entsprechend 286mg Gesamt-N 
pro 100 cem; 

oe ee 

"286 ~ 2,96" 

c) Dasselbe nach 15 Tage hindurch fortgesetzter Elektrodialyse unter 
wiederholtem Hinzufiigen von Kochsalz zur Aufrechterhaltung der Leit- 
fahigkeit. 

Je 0,5cem Hydrolysat: 1,75 und 1,75cem N (25°; 26,714 inch.), 
entsprechend 173mg Amino-N pro 100 ccm; je 5ccm Hydrolysat: 9,20 
und 9,10 cem n/10 Saéure nach Kjeldahl, entsprechend 258 mg Gesamt-N 
pro 100 ccm; 
ei. a 

~ 258 2,98 


3. Vergleichende Untersuchung der Einwirkung von Pankreatin (Parke, 
Davis d& Co.) auf elektrodialytisch gereinigte und nicht gereinigte Gelatine 
(Goldblatt, Kahlbaum). 


Etwa 4,4°%ige dialysierte Gelatinelésung, etwa 5,3 °%ige nicht dialysierte 








Gelatinelésung. 
I Il Ill IV 
20 ccm sek. Phospbat 20 ccm sek. Phosphat | 20 ccm sek. Phosphat | 20 ccm sek. Phospbat 
| 0 ‘ 
10 ccm H,O 10 — ee 8 10 ccm H,O : — 7% 28 
|| 30 com elektrodialys 30 ccm elektrodialys | 30 ccm nicht elektros | 30 ccm nicht elektro 
Std. i sierter Gelatine sierter Gelatine dialysierter Gelatine | dialysierter Gelatine 


0 1,35cem n/10 2,35cem n/10 + 1,55cem n/10 | 2,65cem n/10 


| 150, ; ee Maes. +O -s 
as es Poe, va | ae 
48| 160, , in. .« ee ee 
eT" ee oe ere Ce RH ee ~ 
Wiederholung. 
0 1,50 cem n/10 2,90 cem n/10 1,60 cem n/10 3,10 cem n/10 
eg eee ee a te oe. 
a in. — Le BOs, ote 
22] 160, , 640, , Me i> a 
120] 195 , , ee ieee ee 


3a. Vergleichende Untersuchung der Einwirkung 
von Pepsin auf elektrodialytisch gereinigte und nicht gereinigte Gelatine 
(Goldblatt, Kahlbaum). 


Der Fortschritt der Spaltung wurde nach der Methode von Sérensen 
mit den neutralisierten Proben verfolgt. 1°,ige Pepsinlésung in n/5 HCl; 
etwa 5°%ige Gelatinelésung. 
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I Il Ill IV 
30 ccm elektros 30 ccm elektro- 30 ccm nicht elektros 30 ccm nicht elektro: 
dialysierter Gelatine- dialysierter Gelatines dialysierter Gelatines dialysierter Gelatine- 
lésung lésung lésung lésung 


30 com n'5 HCl 30 ccm Pepsinlésung 3 com n/5 HCl 30 ccm Pepsinlésung 


| 
| 
| 
| 


2,70 cem n/10 3,85 cem n/10 2,70 cem n/10 3,90 cem n/10 
—— . ~ ae + |S aa0 . e oe: «x 
se s. S ae ee 5,40 , 


4. Behandlung von elektrodialytisch gereinigter D.G.F.-Gelatine mit Essig- 
sdureanhydrid und Abscheidung der Assoziate acetylierter, partiell anhydri- 
sierter Peptidkomplexe aus dem Reaktionsgemisch. 

17g elektrodialytisch gereinigter Gelatine wurden nach _ erfolgter 
Reinigung mit Alkohol ausgefallt und das Produkt durch Waschen mit 
Ather vom Alkohol befreit. Sodann wurde es mit 100cem  Essigsaure- 
anhydrid etwa 20 Stunden hindurch in der Kalte vorbehandelt und nach 
erfolgter Dekantation der Fliissigkeit mit der gleichen Menge des An- 
hydrids bis zum Sieden des letzteren erhitzt. Nachdem Lésung der Gelatine 
eingetreten war, wurde das Erhitzen noch weitere 2 Stunden fortgesetzt. 
Hierauf wurde das Anhydrid im Vakuum so weit als nur méglich abdestilliert 
und der sirupése, dunkelbraune Riickstand am RiickfluBkiihler mit heiSem 
absolutem Alkohol erwirmt. Bis auf etwas unveranderte Gelatine lést sich 
alles auf. Beim Erkalten der Lésung im Eisschrank scheidet sich eine dicke, 
halbfeste Masse aus, von der die alkoholische Lésung abdekantiert wurde. 
Diese enthielt somit die am leichtesten léslichen Anteile des Reaktions- 
gemisches, deren Abscheidung in zwei getrennten Fraktionen mit Ather 
vorgenommen wurde. Die mit Ather gefallten Produkte sind sehr hygro- 
skopisch und miissen aus diesem Grunde noch in atherfeuchtem Zustande 
in den Exsikkator gebracht werden. Durch die Umfallung aus ihren 
Lésungen in heiBem Chloroform mit Petrolather erhalt man die Fraktionen 
in kérnigem Zustande hellgelber bis hellbrauner Farbe und in einer be- 
deutend weniger hygroskopischen Form. Die beiden so _ behandelten 
Fraktionen Ia und I stellen zugleich die Hauptanteile des Abbaugemisches 
dar (etwa 30% des letzteren). 

Diese Produkte sind in Wasser schon in der Kalte vollstaéndig klar 
léslich. Die Lésung ist hellbraun bis dunkelbraun gefarbt, je nach der 
Konzentration. In 96°%igem kalten Alkohol erfolgt die Lésung ebenfalls 
leicht. Ebenso in Chloroform. Unléslich sind die Substanzen in Ather 
und Petrolather. 

Der Gehalt an Acetyl 148t sich an Hand der Essigesterprobe schon 
qualitativ leicht erkennen. 


Analysen. 
a) Fraktion Ia. (Im Vakuum bei 105° vorgetrocknet.) 
4,315 mg Substanz: 7,965 mg CO, und 2,390 mg H,O; 
3,940 ,, - 0,5272 cem N (721 mm, 18°). 
Gef.: 50,34°% C; 6,20% H; 14,64% N. Ber. s. oben. 
Je 0,5ccem des Salzsiurehydrolysats gaben nach van Slykes Methode 
je 1,45cem N (25°; 26,670 inch.), entsprechend 138mg Amino-N pro 
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100 ccm; je 5cem Hydrolysat verbrauchen 7,90 und 7,80 ccm n/10 Saéure 
nach Kjeldahl, entsprechend 220 mg Gesamt-N pro 100 cem. 
138 2 
— 99) — 3.19 : Ber. s. oben. 
0,2540 g Substanz: 8,70 cem n/10 NaOH nach der Acetylbestimmungs- 
methode von Wenzel}. 


Gef.: 14,7394 (CH,CO). Ber. s. oben. 


Gef.: v 


b) Fraktion I. (Im Vakuum bei 105° vorgetrocknet). 

4,280 mg Substanz: 7,875 mg CO, und 2,400 mg H,O; 
3,705 ,, os 0,5027 cem N (721 mm, 19°). 
Gef.: 50,18% C; 627% H; 14,77% N. Ber. s. oben. 

Je 0,8cem des Salzséurehydrolysats: 1,16 und 1,l5cem N (25°; 
26,67 inch.), entsprechend 70 mg Amino-N pro 100 cem; je 10 cem Hydro- 
lysat: 8,10 und 8,10 cem n/10 Saéure nach Kjeldahl, entsprechend 113 mg 
Gesamt-N pro 100 ccm. 


70 9 
Gef.: » = : 


113 ~ 3,22" 
0,1628 g Substanz: 4,80 cem n/10 NaOH nach Kjeldahl. 
Gef.: 12,68° (CH,CO). Ber. s. oben. 


Ber. s. oben. 


MolekulargréBen. 
Fraktion Ia (exsikkatortrocken): 


0,9634 g Substanz: 4 in H,O = — 0,115%, 
M = 796. 
Fraktion I (exsikkatortrocken) : 
1,0822 g Substanz: A in H,O = — 0,110°, 
M = 819. 


Optisches Verhalten. 


Fraktion Ia (exsikkatortrocken): 
0,5838 g Substanz in 50cem H,O; 
a (im %-dm-Rohr) = — 0,50°; 
[a}?? = — 85,6°. 
Fraktion I (exsikkatortrocken) : 
0,3323 g Substanz in 60cem H,O; 
a (im %-dm-Rohr) = — 0,22°; 


[a] — — 79,6°. 


5. Wiederholung des Abbauversuches mit gréBeren Gelatinemengen. 


90 g D. G. F.-Gelatine wurden unter den unter 4. erwahnten Kautelen 
mit den dieser Gewichtsmenge entsprechenden Mengen an Essigséure- 


1 Die Durchfiihrung der Acetylbestimmungen verdanken wir Herrn 
Dr. M. Frankel. 
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anhydrid abgebaut. Nach der Verdampfung der Fliissigkeit im Vakuum 
wurde folgender Trennungsweg eingeschlagen : 


Rickstand (Sirup) 
mit siedendem, absolutem | Alkohol gelést, dann abgekihlt 





Lésung + Riickstand 





Ather 7 mit absolutem Alkohol gelést und abgekihlt 
x ‘ 
Fraktion I “8 
(2g) Losung + Rickstand 
Ather | jmit siedendem Alkohol extrahiert 





Fraktion Il -"" . . 
(12 g) Lésung + Rickstand S 





| abgekiihlt 
v 
Lésung + Sirup 
Ather 7 absoluter Alkohol 
rf “ 
Fraktion II Losung 
(11g) | abgekiihit 





Lisung + Sirup ¢ 
| Ather 
v 


Fraktion IV (2g) 


Von den so gewonnenen Fraktionen wurden vorléufig I und IT naher 
untersucht und zu diesem Zwecke wiederholt durch Umfallung aus Chloro- 
formlésung mit itiberschiissigem Petrolither gereinigt. Die gereinigten 
Fraktionen tragen die Zeichen Ir und IIb. Zur Analyse wurden sie der 
Trocknung im Vakuum bei 116° unterworfen. 


Fraktion Ir: 
0,1188 g Substanz verbrauchen 11,75 ccm n/10 Saéure nach Kjeldahl, 
0,1224 g we a 12,40 , n/l0 ,, 9 ” 
Gef.: 13,86 und 13,92°, N. Ber. s. oben. 
0,3628 g Substanz verbrauchen 20,30 cem n/10 NaOH nach Wenzel, 
0,1264 g i ie 7,17 ,, n/10 NaGH ,, = 
Gef.: 24,06 und 24,39°, (CH,CO). Ber. s. oben. 


Je 2 ccm des neutralisierten Salzsiurehydrolysats gaben nach van Slyke 
1,70 und 1,68ccm N (12°; 679mm), entsprechend 482mg Amino-N pro 
100 cem; je 10 cem Hydrolysat verbrauchen 5,70 und 5,85 cem n/10 Saéure 
nach Kjeldahl, entsprechend 798 und 810mg Gesamt-N pro 100 ccm. 


je a B. 
~ 799 ~ 331 


Gef.: v Ber. s. oben. 
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Fraktion IIb: 
0,1064 g Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 10,70 cem n/10 Séure, 
0,1802 g ‘a - i ut ne. aie” a 
Gef.: 14,13 und 14,01°, N. Ber. s. oben. 
0,1667 g Substanz verbrauchen 6,60 cem n/10 NaOH nach Wenzel. 
Gef.: 17,03°% (CH,CO). Ber. s. oben. 


Je leem Salzséurehydrolysat: 1,70 und 1,71 cem N (15°; 679 mm), 
entsprechend 96mg Amino-N pro 100cem; 5cem Hydrolysat: 5,60 cem 
n/10 Saure nach Kjeldahl, entsprechend 157 mg Gesamt-N pro 100 ccm. 


% 2 


Gd: o = ty = ag7" 


Ber. s. oben. 


6. Mehrmalige Behandlung der Fraktionen des Gelatineabbaues mit Essig- 
sdureanh ydrid. 


Drei Fraktionen, die durch Abbau von 90 g Gelatine D. G: F. erhalten 
worden sind und den Fraktionen I bis III des Versuchs unter 5. entsprechen, 
wurden mit 18 %iger Salzséure hydrolysiert (ein aliquoter Teil), im Hydro- 
lysat wurde der Wert v ermittelt und der Rest mit der fiinffachen Menge Essig- 
sdureanhydrid 2 Stunden hindurch bei Siedehitze gehalten. Sodann wurde 
nach der Isoiierung des Reaktionsproduktes ein Teil des letzteren abermals 
hydrolysiert, v berechnet und die Behandlung mit Essigséureanhydrid 
fortgesetzt. Zur jeweiligen Isolierung des Einwirkungsproduktes nach der 
zweiten und dritten Behandlung mit dem Anhydrid wurde letzteres im 
Vakuum abgedampft, der Riickstand mit absolutem Alkohol gelést, die 
Lésung mit Ather zur Fallung gebracht und aus Chloroform mit Petrol- 
ather ausgefallt. Dabei kann nur ein Bruchteil des mit Anhydrid be- 
handelten gesamten Produktes isoliert werden (s. Tabelle). 





oes v2 im Hydrolysat nach vg im Hydrolysat nach 
eee lt age ‘ im Hydrolysat der ‘abermali t Behand- einer weiteren Be- 
"Posi om t hyde d) betreffenden Fraktion lung der Fraktion von handlung der Fraktion 

gseureanbydri v, mit dem Anhydrid von v2 mit Anbydrid 


Fraktion I, 3,1 g 157* 2 


la] = — 84,2° 231 «2,94 
Fraktion II, 7,5 ¢ _ = 7¢ Fraktion II 1,5 g Ila gaben 
[a]? = — 86,6° 146 ~ 2.98 gaben 2,l1g Ein- ca. 05g 18 von 
wirkungsprodukt 62 1 
Il @ von: 127 2,05 
89 2 
158 -3,44 
Re oe 
170 ~ 3,50 
‘raktion II. 6¢ | 102 9 5g Fraktion II Ile gab Produkt 
—* ° 159 ~ 312 gaben ein Ein- III 8 von 
| ' wirkungsprodukt -— -  - 
fo. ee IT « von 130 ~ 22 
| 162 3,14 62 2 
116 3,74 


* Die Zahl im Zahler bedeutet mg Amino-N (nach van Slyke) pro 100 com des neutrali-« 


sierten Hydrolysats. Der Nenner = mg GesamtsN pro 100 ccm des gleichen Hydrolysats. 





Der Gehalt des Blutes an Gallensiuren 
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen. 


Von 


Marie Charlet. 
[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.] 


(Eingegangen am 30. Mdrz 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Die Gallensauren galten friiher zwar als physiologisches Produkt 
in der Galle und muBten auch als ein solches auf dem kleinen Wege 
des Blutes zwischen Darmschleimhaut und Leber gelten, insofern ein 
enterohepatischer Kreislauf der Galle existiert. Aber im iibrigen Blute 
wurde das Vorkommen von Gallensiuren nur vom Standpunkt der 
Pathologie gewiirdigt. Zu einer Anderung dieser Auffassung liegt nun 
eine Veranlassung vor, seitdem durch die Untersuchungen von Asher 
und seinen Mitarbeitern auf Grund von biologischen Experimenten 
gezeigt wurde, daB von der Leber Cholate abgegeben werden, in Mengen- 
verhaltnissen, die einer humoralen Regulation des Herzschlags dienen 
kénnten. Es sei hier nur kurz daran erinnert, daB bei Perfusion der 
tiberlebenden Kaltbliiterleber die Perfusionsfliissigkeit auf das Herz im 
Sinne der Verstirkung und Beschleunigung des Herzschlags, sowie in 
der Verminderung der Erregbarkeit des Vagus wirkt. Sodann konnte 
gezeigt werden, daB genau die gleichen Wirkungen erzielt werden, 
wenn man der perfundierenden Lésung von iiberlebenden Kaltbliiter- 
und Saugetierherzen kleinste Mengen von chemisch reinen Cholaten 
zusetzt. Der SchluB, daB es sich unter den physiologischen Bedingungen 
im Organismus tatsachlich um Cholate handelt, wiirde aber erst dann 
gesichert werden, wenn es gelainge, im Blute normaler Lebewesen 
geringfiigige Mengen von Cholaten aufzuweisen. 

Der Nachweis des von der Asherschen Lehre postulierten Vor- 
kommens kleinster Mengen von Gallensiuren und Salzen im Blute 
war aber bisher wegen der Mangelhaftigkeit der hierfiir notwendigen 





tai _a | 


ws Of} 


a. — | 


~~ =~ 6 A 


ieu#*-,jT = #& 


Bern.] 


odukt 
Wege 
mn ein 
Blute 
t der 
t nun 
Asher 
enten 
ngen- 
lienen 
n der 
TZ im 
vie in 
onnte 
rden, 
liiter- 
ylaten 
ingen 
dann 
wesen 


Vor- 
Blute 
digen 








M. Charlet: Gehalt des Blutes an Gallenséuren. 43 


chemischen Methode nicht zu erbringen. Als aber Aldrich und Bledsoe 
unter Rowntrees Leitung eine vielversprechende neue Mikromethode der 
Gallensaurebestimmung ver6ffentlichten, schien die Méglichkeit ge- 
geben, den noch ausstehenden Beweis zu liefern. Ich folgte der Anregung 
von Professor Asher, erstens diese Methode einer genauen Priifung 
zu unterziehen, zweitens dieselbe dann anzuwenden auf den Nachweis 
eines etwaigen Vorkommens von Gallensiurensalzen im Blute normaler 
Tiere. Vorausgesetzt, daB tatsiichlich in gesicherter Weise mit dieser 
Methode Gallensiuren im normalen Blute sich nachweisen lieBen, 
sollte dann an die weitere Aufgabe herangetreten werden, die etwaigen 
Schwankungen des Gallensdiuregehalts des Blutes unter physiologischen 
Eingriffen zu untersuchen, von denen eine Méglichkeit bestand, daB 
sie den Cholatspiegel des Blutes verindern kénnten. 


Ich gehe zunachst tiber zu einer Beschreibung der Methode von 
Aldrich und Bledsoe, sowie zur Beschreibung derjenigenVeranderungen, 
die sich fiir meine Zwecke als niitzlich erwiesen haben. 


Methodik. 


5cem oxaliertes Blut werden unter Schiitteln zu 35ccem 95°%,igem 
Alkohol zugefiigt in eine Flasche von 50 ccm Raumvermégen. Man schiittelt 
den Inhalt tiichtig und filtriert. 

Ungefahr 40 bis 50 mg Norit werden zu 35 ccm des leicht gefarbten 
Filtrats hinzugefiigt, gut geschiittelt und nochmals filtriert. Die resultierende 
Lésung sollte klar und farblos sein. 

30 ccm dieses Filtrats werden in ein 100ccm haltiges Becherglas 
getan, 1cecm konzentrierte Bariumhydaoxydlésung hinzugefiigt, und die , 
Mischung verdampft fasch zu einem Volumen von nur 3 bis 4cem auf 
einer heiBen elektrischen Platte. Man mu Uberhitzen vermeiden, und 
zuletzt trocknet man am besten mit einem elektrischen Ventilator. 

Um Cholesterin und Fett zu entfernen, wird der sorgfaltig getrocknete 
Riickstand (= Bariumsalze) dreimal mit 5-cem-Portionen wasserfreien 
Athers, der jedesmal auf einer heiBen Platte zum Siedepunkt gebracht, 
extrahiert. Fragmente des Riickstandes, welche durch diese Extraktion 
verloren gehen kénnten, werden durch Zentrifugieren der Atherspiilung 
zuriickgewonnen. 

Auskrist llisierte Glykocholsiure wird als Standard gebraucht. 

Eine 0,1 %ige alkoholische Vorratslésung wird zehnmal mit Alkohol 
verdiinnt, so da8 die resultierende Standardlésung 0,1 mg Glykocholséure 
auf jeden Kubikzentimeter enthalt. Fiinf Standarde von je 0,1, 0,15, 0,2, 
0,3 und 0,4 mg werden gemacht und die Lésungen getrocknet, indem man 
die Glasbecher vor einen elektrischen Ventilator setzt. 

Zum unbekannten Praparat und zu jedem Standard werden 0,4 cem 
einer 1 % igen Rohrzuckerlésung hinzugefiigt, welche im unbekannten Glas 
mit dem Bariumniederschlag verrieben werden soll. 8 cem einer 60 igen 
Schwefelséiure werden zu jedem Becher hinzugefiigt und die Inhalte gemischt. 


1 M. Aldrich und M.S. Bledsoe, Journ. of Biol. Chem. 77, 519, 1928. 
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Der verlorengegangene Niederschlag, der durch das Ausspiilen mit 
Ather wiedergewonnen wurde, wird von der Zentrifugenréhre zum ent- 
sprechenden Becher gewaschen. Die Becher werden dann in einen Ofen 
oder ein Wasserbad von ungefihr 37°C Warme 1 Stunde lang gestellt. 
In dieser Zeit werden nun die Lésungen rosenrot. Die Lésungen werden 
nun einige Minuten im Eiskasten abgekiihlt, um weitere Farbzunahme 
zu verhindern. 

Wahrend der Entwicklung der Pettenkoferfarbe und auch noch spater 
werden Standard- und zu untersuchende Lésung gleich behandelt, was 
Licht und Hitze anbelangt. Der Bariumsulfatniederschlag in der zu unter- 
suchenden Lésung wird 15 Minuten lang sehr rasch zentrifugiert. 

Die iibriggebliebene Lésung ist dann in einem Kolorimeter abzulesen, 
verglichen mit der Standardfarbe, die in Farbintensitat sehr nahe korre- 
spondiert. 

Die durch die Pettenkoferreaktion gewonnene Farbe variiert zwischen 
einem Rosa-Gelb und einem tiefen purpurnen Rosa, sowie die Gallenséure- 
menge zunimmt. Eben dieser Farbentonaénderung wegen ist der kolori- 
metrische Vergleich schwierig. Gute Resultate wurden gewonnen mit 
einem Dubosqkolorimeter, da hier geschmolzene Glaser und kompen- 
sierende Keile gebraucht werden. 

Die Standardfarbe, die in Intensitaét mit der Farbe der zu unter- 
suchenden Lésung sehr nahe itibereinstimmt, ist bei 15mm in das Kolorimeter 
linker Hand zu tun und die zu untersuchende Lésung ist damit zu ver- 
gleichen. Der kompensierende Keil wird gebraucht, um eine exakte Uber- 
einstimmung der Farbe der beiden Lésungen zu sichern. 

Die durch die Pettenkoferreaktion meBbare Menge Glykocholsaure 
wird durch folgende Formel gegeben: 


Menge der Glykocholséure in Milligramm pro 100 ccm Blut: 


Ablesen der Standardlésung 





Menge des Standards in m 
Ablesen der unbekannten Lésung S 


100 
3 


Das Kolorimeter. Um wissenschaftlich genau und zugleich bequem 
kolorimetrieren zu kénnen, muSte der Gelbton in der Blutprobe (Gelbton, 
verglichen mit der reinen roten Standardlésung) kompensiert werden. 
Diesen Gelbton konnte man auch durch vollstandiges Entfarben des ersten 
Filtrats und sorgfaltigste Atherextraktion nicht wegbringen. Ein Kolori- 
meter nach Dubosq in seiner gew6hnlichen Form ging also nicht. 

Nach Professor Ashers Angaben wurde durch die Firma Biichi in Bern 
ein gewoéhnliches Dubosqkolorimeter nun so umgebaut, daB zwei kom- 
pensierende Keile, je einen unter jedem Glaszylinder, angebracht werden 
konnten und man diese mit Leichtigkeit hin und her schieben konnte. Den 
einen Keil fiillt man mit einer gelben Fliissigkeit, bestehend aus 0,4 ccm 
1%iger Rohrzuckerlésung und 8 ccm H,SO, (60% ig) nach einstiindigem 
warmen Wasserbad von 37°C, den anderen Keil fiillt man mit Wasser. 
Der gelbe Keil wird unter denjenigen Glaszylinder gebracht, der die réter 
erscheinende Fliissigkeit enthalt. Der weiSe Keil wird unter den die gelbere 
Fliissigkeit enthaltenden Glaszylinder gebracht. 


= mg Glykocholséure pro 100cem Blut. 


Kolorimetriert man Standarde untereinander, so mu8 man auch hier 
den kompensierenden Keil gebrauchen, da mit zunehmender Gallensaure- 
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menge der rot-violette Ton immer intensiver wird. Auch kommt es vor, 
daB8 trotz Gelbton der Blutprobe Standard 0,1 mg Cholséure gelber erscheint 
als die entsprechende Blutprobe, so da8 in diesem Falle der gelbe Keil 
unter die Blutprobe gebracht wird. 

Die Zeichnung des nach Professor Ashers Angaben umgebauten Kolori- 
meters verglichen mit derjenigen des nicht umgebauten Dubosqkolori- 
meters zeigt, daB die groBe eiserne Platte des Kolorimeters 

1. einige Zentimeter unter den Fresnelschen Parallelepipeden (Prismen) 
horizontal durchgesdgt werden muBte. Dadurch oberer und unterer Teil; 

2. daB der unterhalb des horizontalen Schnittes befindliche Teil der 
Platte (in der Mittellinie nach rechts und links kalibriert) in der Mitte 
(Mittellinie) vertikal durchsaigt wurde. 

Die durch diesen Vertikalschnitt entstehenden unteren zwei Teile 
wurden nun von der Mittellinie um so viele Zentimeter wie der entsprechende 
Teil breit ist wegbewegt und der rechte um 90° in umgekehrter Uhrzeiger- 
richtung, der linke um 90° in Uhrzeigerrichtung gedreht. Diese also nun 
seitlich stehenden, kalibrierten Teile mit Nonius und Schraube wurden 
an dem oberen Teile (immer noch hinten stehend) durch Metallstiicke ver- 
bunden. 



































7 ohne feder mit Feder 
Abb. 1. Abb. 2. 
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Unter den Glaszylindern wurde nun die Einrichtung fiir die kom- 
pensierenden Keile angebracht. Es sind dies je zwei Metallstiicke auf vier 
starken, elastischen Federn (s. Abbildung). 

Die Routine mit den im Anfang erwahnten technischen kleinen Ab- 
anderungen wiirde also mun folgendermaf8en lauten: 

Zu 35 cem 95 °Gigem Alkohol fiigt man unter Schiitteln 5 ccm oxaliertes 
Blut zu, in einen Erlenmeyerkolben von etwa 50 ccm Raumvermégen. 
Der Erlenmeyerkolben wird verkorkt, dessen Inhalt gut geschiittelt, einige 
Augenblicke stehengelassen, wieder geschiittelt und filtriert. Man spiilt 
mit Alkohol nach, bis daB man 53 ccm Filtrat erhalt. Ungefahr 10 bis 
20 mg Norit (= aktivierte Holzkohle) werden dem leicht gelblich gefarbten 
Filtrat hinzugefiigt, gut geschiittelt und nochmals filtriert. Die resultierende 
Lésung sollte klar und farblos sein. 

Dieses farblose Filtrat (35 ccm) (man kann euch einen aliquoten Teil 
lieses Filtrats, z. B. 30 cem nehmen) wird in eine Porzellanschale gebracht, 
1 bis 1,5cem konzentrierte Bariumhydroxydlésung hinzugefiigt und mit 
Glasstab geriihrt. Die Porzellanschale pat auf ein wasserenthaltendes 
GefaB, das auf einer elektrischen Platte zum Siedepunkt des Wassers 
erhitzt wird. Die Mischung in der Porzellanschale 148t man nun bis zu 
einem Volumen von 3 bis 4 cem bei konstanter Wassersiedepunktstemperatur 
verdampfen. Uberhitzen muS man vermeiden, und deshalb trocknet man 
zuletzt am besten mit einem elektrischen Ventilator. 

Um Cholesterin und Fette zu entfernen, wird der nun sorgfaltig ge- 
trocknete Riickstand (= Bariumsalze) dreimal mit 5-ccm-Portionen wasser- 
freien Athers (iiber Na destilliert), der jedesmal auf dem heiSen GefaiS 
zum Siedepunkt gebracht, extrahiert. Fragmente des Riickstandes, welche 
durch diese Extraktion verloren gehen kénnten, werden durch Zentri- 


fugieren der Atherspiilung zuriickgewonnen. 


Auskristallisierte Cholsiure (acidum cholalicum, cryst. von Merck, 
Darmstadt) wird als Standard gebraucht, d.h. eine 0,1 %ige alkoholische 
Cholsaéurelésung ist die gebrauchsfertige Standardlésung. 

In fiinf Reagenzglisern wird nun mit feiner kalibrierter 1-ccm-Pipette 
0,1, 0,15, 0,2, 0,3 und 0,4cem der Standardlésung gebracht und die 
Lésungen getrocknet, indem sie in ihren Reagenzglisern bei weniger als 
Wassersiedepunktstemperatur auf dem Wasserbad evaporiert werden. So 
haben wir fiinf Standarde von je 0,1, 0,15, 0,2, 0,3 und 0,4 mg Cholsaéure. 

Zur Probe und zu jedem Standard werden 0,4ccem einer 1 %igen 
Rohrzuckerlésung hinzugefiigt, das in der Schale mit den Bariumsalzen 
verrieben werden soll. 8 ccm einer 60% igen Schwefelséure werden jedem 
Glase und der Schale beigefiigt und mit der Cholséiure-Rohrzuckerlésung 
vermischt. 

Fragmente des Riickstandes, die durch die Atherextraktion verloren 
gehen konnten, durch Zentrifugieren aber wieder zuriickgewonnen wurden, 
werden vom Zentrifugenglas zur Schale gewaschen. Zuletzt gieBt und 
wiascht man den ganzen Schaleninhalt in das Zentrifugenglas zuriick. 

Werden etwa beim Spiilen der Schale zum Zentrifugenglas 2 Tropfen 
H, S80, (oder 2 Tropfen destilliertes Wasser) mehr als diese 8 cem gebraucht, 
so werden natiirlich jedem Standardglas noch 2 Tropfen H, S O, (oder 2 Tropfen 
destilliertes Wasser ) beigefiigt, denn in jedemGlase muB die Rohrzucker-Schwefel- 
sduremenge und -konzentration genau dieselbe sein! Die Glaser werden dann 
in einem Ofen oder in ein Wasserbad von ungefaéhr 37°C Warme 1 bis 
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i1/, Stunde lang gestellt. In dieser Zeit werden nun die Lésungen rosenrot. 
Die Lésungen werden nun einige Minuten im Eiskasten abgekiihlt, um 
weitere Farbzunahme zu verhindern. Wahrend der Entwicklung der Petten- 
koferfarbe und auch noch spater werden Standarde und Probe gleich be- 
handelt, was Licht und Hitze anbelangt. 

Der Bariumsulfatniederschlag in der Probe wird 15 Minuten lang 
sehr rasch zentrifugiert. Die iibriggebliebene Lésung ist dann in einem 
Kolorimeter abzulesen, verglichen mit der Standardfarbe, die in Farben- 
intensitaét sehr nahe korrespondiert. 

Die durch die Pettenkoferreaktion gewonnene Farbe variiert zwischen 
einem Rosa-Gelb und einem tiefen Purpur-Violett, sowie die Gallensiéure- 
menge zunimmt. Eben dieser Farbentoninderung wegen ist der kolori- 
metrische Vergleich schwierig. Jute Resultate wurden gewonnen mit dem 
nach Asher umgebauten Dubosqkolorimeter, da hier séiuredichte (am besten 
geschmolzene) Glaser und kompensierende Keile gebraucht werden. 

Die Standardfarbe, die in Intensitét und Farbenton mit der Farbe 
der zu untersuchenden Lésung sehr nahe iibereinstimmt, ist bei 20 und 15 cem 
in das Kolorimeter linker Hand zu tun, und die zu untersuchende Lésung ist 
damit zu vergleichen. Der kompensierende Keil wird gebraucht, um eine 
exakte Ubereinstimmung der Farbe der beiden Lésungen zu sichern. 

Die durch die Pettenkoferreaktion nun meBbare Menge Glykocholséure 
wird durch folgende Formel gegeben: 


Menge: 


Ablesen der Standardlésung 





<x Standard-Cholsiuremenge in m 
Ablesen der unbekannten Lésung 2 & 8 


= mg Cholséuremenge der betreffenden unbekannten, Lésung 


fiir gewéhnlich in 5 ccm Blut (wenn man nicht einen aliquoten Teil des 
Filtrats genommen hat). Also in 100 cem Blut 20mal mehr. 


war Goo BUG . . «0 xmg Cholséure 
” 1 ” ” Se a ee Zia ss ” 
” 100 ” ee ae Te ee ee ee 100 x/a 99 9 


Menge der Cholséure in Milligramm pro 100 ccm Blut. 


Ablesung des Standards nna ee sj 
——_. x S§tandardmenge in mg 
Ablesung der Probe von acem Blut e . 





0 
ea ae Cholséure pro 100cem Blut. 


Nebenbemerkungen. Statt oxaliertes Blut kann auch zitriertes oder 
defibriniertes Blut genommen werden. 

Beim zitrierten Blute muS die zum Blute zugefiigte Citratmenge 
bekannt sein. Beim oxalierten Blute geniigen einige Oxalatkristalle, um 
relativ groBe Mengen Blut an der Gerinnung zu verhindern, und dabei ist 
das Blut doch vollwertig. Beim defibrinierten Blute fehlt eben das Fibrin, 
so da8 nicht streng genaue Resultate erzielt werden kénnen. Die Versuche 
mit Schlachthofblut (Schweineblut) und die ersten Versuche mit Ratten 
waren Versuche mit geschlagenem, defibriniertem Blute. 


Die Gallenséuren kommen im Blute vor als alkalische Salze, welche 
in Wasser oder in Alkohol leicht léslich sind. 


48 M. Charlet : 


In der Methode wurde Alkohol verwendet, um die Blutproteine zu 
fallen und so Gallenséuren zu extrahieren. Das alkoholische Filtrat kann 
gefarbt sein, auch wenn kein Gallenfarbstoff da ist. 

Die Optimalmenge fiir Norit scheint die kleinste Menge zu sein, welche 
das Filtrat von sich beimengendem Farbstoff befreit. Norit entfernt Gallen. 
siuren aus klaren Lésungen und, wie wir sahen, verursacht einen Verlust, 
wenn wir es beim Entfarben tibermaBig gebrauchen. 

Obgleich reine Gallensalze in Ather relativ unléslich sind, sind Mengen 
wie diese hier in Ather leicht léslich (Versuch!), auch wenn dieser Athe: 
Fette und andere Lipoide enthalt. Die Zugabe von kleinen Mengen wic 
leem einer konzentrierten Bariumhydroxydlésung zum Blutfiltrat ver- 
hindert einen solchen Verlust von Gallenséuren wahrend der Extraktion 
mit Ather (Versuche). 

Fette geben (Versuch) eine negative Pettenkoferreaktion. Fette mit 
Rohrzuckerlésung und Schwefelsaéure behandelt, ergeben sogar eine zitronen- 
gelbe Farbe. Sehr wahrscheinlich sind sie es, die diese vom Standard ab- 
weichende Gelbfairbung der Probe verursachen. Sicher ist, daB, je besser 
man mit Ather die Fette extrahiert, um so schéner und deutlicher wird 
die Pettenkoferfarbe. 

Blutversuch ohne Atherextraktion: braéunlich, triib! 

Blutversuch mit Atherextraktion: orange, klar. 


Ich habe meine Versuche erstens an Blut einer Reihe von Menschen 
angestellt, welches mir von Kliniken zur Verfiigung gestellt wurde 
und nach Angabe der behandelnden Arzte mit Riicksicht auf meine 
Versuchszwecke als normal bezeichnet werden konnte. Sodann habe 
ich an Schweineblut, an Rattenblut und an Katzenblut Untersuchungen 


angestellt. 

Die erste Aufgabe war nun, die anfinglich beschriebene Methode 
zu priifen. Neben kleinen technischen Schwierigkeiten und infolge- 
dessen kleiner technischer Abanderungen meinerseits zeigte es sich, 
¢caB diese Methode gar nicht so leicht, wie es im ersten Augenblick 
beim Durchlesen der Methode scheint, auszufiihren sei. Es mu8 vor 
allem peinlich sauber und vorsichtig gearbeitet werden. AuBerdem 
zeigte sich, daB irgendwo in der Methode eine Fehlerquelle vorhanden 
sein miisse, da in einer Reihe von Vorversuchen trotz genauester 
Ausfiihrung der Methode Riesenverluste zu verzeichnen waren. Diese 
Vorversuche wurden so ausgefiihrt, daB zum frischen Blute eine bekannte 
Menge Gallensiure (acid. cholalic., cryst. von Merck, Darmstadt) 
hinzugefiigt und wie es die Methode angibt, behandelt wurde. 

So ergaben: 

23. Juli 1928. 5cem frisches Schlachthofblut + 0,3 mg reine Chol- 
sdiure und wie beschrieben behandelt : 

AS aa eT 
Standard, 0,3mg. ... . . . hellrot, 
24. Juli 1928. 5cem Schlachthofblut + 0,5 mg Cholséure: 


Ce ee 
Standard, 0,smg. .. . . . . schénes purpurrot. 
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25. Juli 1928. 5cem Schlachthofblut + 1 mg Cholséure: 


6 EOI es ome aa, 
Standard, lmg ..... . . violett. 

25. Juli 1928. 5cem Schlachthofblut + 1,5 mg Cholséure: 
WN Ge tawiain Ge « Ree te 
Standard, 14mg. ... . . . intensiv violett. 


Blutprobe ahnlich wie Standardfarbe 0,3 mg. 


Da in diesen Versuchen nur der jeweilige Standard gemacht wurde, 
konnte, dieser krassen Farbenunterschiede wegen, auch mit kom- 
pensierendem Keile nicht kolorimetriert werden. 


Beruht dieser Farbenunterschied auf einen dem Blute eigenen und 
jede andere Farbe verdeckenden Gelbton? Oder bedeutet er einen 
Verlust? Um diese Frage zu beantworten, wurden Blindversuche 
angestellt. 


Blindversuch, 


25. Juli 1928. 5cem destilliertes Wasser + 1 mg Cholséurezusatz 
werden zu 35ccem Alkohol zugefiigt, geschiittelt und filtriert. Zu diesem 
ersten Filtrat werden 50 mg Norit zugefiigt, gut geschiittelt und nochmals 
filtriert. Hierauf wird diesem zweiten Filtrat 1ceem konzentrierter Barium- 
hydroxydlésung beigegeben, mit Glasstab geriihrt und diese Mischung laBt 
man evaporieren. Riickstand sieht grau-schwarz aus! Der Riickstand 
wird nun mit Ather extrahiert und dieser Ather zentrifugiert. Der Riickstand 
in der Schale und der Riickstand in der Zentrifugenréhre werden zusammen 
mit 0,4 cem Rohrzuckerlésung (1 °oig) und 8 cem H, SO, (60 %ig) behandelt 
und sorgfailtig von der Schale in die Zentrifugenréhre gegossen. Nach 
1 Stunde Wasserbad (37° C) sieht die Probe kupferrot aus, wéihrend Standard 
1 mg tief purpur-violett aussieht. ’ 


Also gleiches Resultat wie beim Blute. 


Verlust durch Gelbton. 


AuBerdem ist nach dem Beifiigen von Norit zum ersten Filtrat 
gewohnliches einmaliges Filtrieren ungeniigend. Der Riickstand sollte 
nicht grau-schwarz (Kohlenstaub), sondern weiBlich-gelb sein! Es ist 
ratsam, einma! langsam mit Doppelfilter oder dann zwei- bis dreimal 
zu filtrieren. 


Vorhin wurde geschrieben: Gelbton weil Verlust, d. h.: 0,4 cem Rohr- 
zuckerlésung (1 %ig) + 8cem Schwefelséure (60 %ig) (ohne Gallenséuren !) 
ergibt ein schénes Gelb. Gallensalze + 0,4 cem Rohrzuckerlésung + 8 cem 
H,SO, ergeben aber eine rote Farbe. Dieser Rotton wird intensiver, je 
mehr Gallensalze vorhanden sind. Sind die Gallensalze nur in geringen 
Mengen vorhanden, so mischt sich nun der Gelbton (= Rohrzuckerlésung 
+ H,SO,) dem Rotton (= Gallensalze) bei, so daB eine gelborange Farbe 
ensteht. 


Biochemische Zeitschrift Band 210. 4 
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Als Beispiel diese sechs Standarde (mit reiner Merckscher kristalli- 
sierter Cholséure): 


0,1 mg: Gelb, leichter Ton ins Braunrote, 

0,15 Gelborange, leichter Ton ins Braunrote intensiver, 
0,2 Orange, typischer Ton ins Rosenrote, 

0,3 Rosenrot, hell, 

0,4 +,,  Rosenrot, dunkler, 

0,5 Rosenrot, purpur, schén dunkelrot. 


Um die Ursache des Verlustes bei dieser Methode aufzudecken, 
werden weitere Blindversuche gemacht. 


I. Blindversuch mit 0,5 mg Cholsdure. 


26. Juli 1928. Zum ersten Filtrat werden 50mg Norit zugefiigt. 
Zweites Filtrat wird zweima| filtriert, damit kein Norit sich darin befinde, 
und dennoch, wenn in der Schale, sieht es leicht grau aus. Mit Ather wird 
nicht extrahiert, um zu sehen, ob der Verlust dem Norit zuzuschreiben ist. 
(Da mit Ather nicht extrahiert wurde, wurde zum zweiten Filtrat auch 
keine Bariumhydroxydlésung hinzugefiigt.) Nach dem Evaporieren wird 
der Riickstand mit 0,4 cem Rohrzuckerlésung und 8 cem H,S0O, behandelt. 
Nach 1*/,stiindigem Wasserbad von 37°C sieht die Probe gelb aus; mit 
leichtem Ton ins Braunliche, entspricht, mit bloBem Auge gesehen, ungefahr 
Standard — 0,15 mg, wahrend Standard — 0,5 mg dunkelrot aussieht. 


Hier wiirde also der Verlust vom Norit herriihren (und vom un- 


geniigenden Filtrieren des Norits). 


II. Blindversuch mit 0,5 mg Cholsdure ohne Norit. 


26. Juli 1928. 5cem destilliertes Wasser + 0,5 mg Cholséure werden 
zu 35qem Alkohol zugefiigt, geschiittelt und ein erstes Mal filtriert. Es 
wird ein zweites: Mal filtriert, kein Norit wird hinzugefiigt. Zum zweiten 
Filtrat wird 1cem Bariumhydroxydlésung (konzentriert) beigefiigt und 
die Mischung evaporiert. Mit Ather wird ezxtrahiert, wie Methode angibt, 
dreimal mit 5-cem-Portionen, die jedesmal zum Siedepunkt des Athers 
gebracht werden. Der (iiberschiissige) Ather wird in die Zentrifugenréhre 
gegossen, zentrifugiert. Am Boden der Zentrifugenréhre sind kleine Mengen 
Gallen-Bariumsalze; den klaren Ather gieSt man vorsichtig weg. 

Zum Riickstand der Schale wird der Riickstand der Zentrifugenréhre 
getan, mit 0,4cem Rohrzuckerlésung (1 °%ig) verrieben. Hierauf werden 
8cem H,SO, (60°%ig) beigefiigt. Es bildet sich dabei Bariumsulfat; die 
Lésung sieht triibe aus. Man gieSt nun diese Lésung von der Schale sorg- 
faltig in die Zentrifugenréhre zuriick, und nun wird sie 1 Stunde lang in 
ein 37°C warmes Wasserbad gelegt. Ein Reagenzglas, enthaltend 
0,2 mg Cholsiure + 0,4cem Rohrzuckerlésung (1°% ig) + 8cem H,SO, 
(60 %Gig), dies als Standardlésung, wird ebenfalls neben der Probe 1 Stunde 
lang in das 37°C warme Wasserbad gelegt und, was auch das Licht an- 
belangt, stets gleich wie die Probe behandelt. 


In dieser Stunde entwickelt sich nun die Pettenkoferfarbe. Nach der 
Stunde werden beide Glaser einige Minuten in den Eiskasten gestellt, um 
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weitere Farbzunahme zu verhindern. Hierauf wird das Glas mit der Probe- 
\osung zentrifugiert, damit sich das Bariumsulfat setze und die Lésung 
klar werde. 

Behandeltes sieht rot (kupferrot) aus. 

Standard 0,5 mg sieht weinrot aus. 

Behandeltes entspricht ungefahr 0,4 mg Standard. (Bei bloBem Auge, 
mit gelbem Keil hinter Standard 0,4 mg). 

Also auch hier beim Extrahieren Verlust. 

Verlust ist aber gering im Vergleich zum Verlust des ersten Blind- 
versuchs. 

Spatere Versuche zeigen, daB dieser Verlust in hohem MaBe ver- 
ringert werden kann, wenn man nach dem ersten Zentrifugieren den 
Ather sehr vorsichtig in eine zweite Zentrifugenréhre gieBt, nochmals 
zentrifugiert und sieht, ob nicht etwa Spuren von Barium-Gallensalze 
sich noch setzen; denn beim WeggieBen des Athers ist die Gefahr vor- 
handen, daf Barium-Gallensalze in Spuren mitgerissen werden und 
so verloren gehen. 


III. Blindversuch. Behandlung mit 0,5 mg Cholsdure 

(26. Juli 1928) ohne Norit und ohne Ather, um zu sehen, wie groB der 
Verlust, der durch das Filtrieren und Transvasieren entstehen kénnte, ist. 

Ergebnis: Kein Verlust. 

Schlimmstenfalls, wenn man nicht sorgfaltig arbeitet und nicht gut 
spilt, 0,1 mg. 

Diese drei Blindversuche zeigen, da der Verlust dem Norit zuzu- 
schreiben ist. 

Bei Blindversuchen ist es aber sehr begrelflich, da8 wir durch 
Norit einen Verlust haben. Da hier nichts zu entfirben ist (Norit 
= Entfarbungsmittel — aktivierte Holzkohle), absorbiert das Norit 
die vorhandenen Gallensalze, so dali hierauf nichts mehr (oder viel 
weniger) nachzuweisen ist. ‘ 

Aber auch fiir das Blut kann dieselbe Erklarung gelten. Spiatere 
Versuche zeigen, daB fiir gew6hnlich 10 mg, 20 mg (bei dunkelgelben 
Filtraten 30 mg) Norit geniigen, um ein gelbes, alkoholisches Filtrat 
volistandig zu entfarben. Werden nun mehr als 20 mg Norit, z. B. wie es 
die Methode angibt: 40 und 50 mg dem Filtrat beigefiigt, so absorbiert 
dieses Zuviel an Norit die im Filtrat vorhandenen Gallensalze, so dab 
wir auch hier Verluste haben. 

Deshalb wurde in den folgenden Versuchen nur soviel Norit bei- 
gegeben, als gerade zum Entfarben notwendig war. 

Um die Genauigkeit der Methode zu priifen, wurden noch folgende 
Versuche gemacht: 

Das Blut eines und desselben Tieres wird in mehrere gleich groBe 
Portionen geteilt, z. B. in vier Portionen von 5ccem Blut. Die erste 


4* 
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Portion behandelt und untersucht man, ohne daB man ihr irgendwelche 
Gallensalze beifiigt. Zur zweiten Portion fiigt man z. B. 0,2 mg, zur 
dritten Portion 0,3 mg, zur vierten Portion 0,5 mg reine kristallisierte 
Cholsaure bei und behandelt und untersucht sie wie die erste Portion, 
d. h. man filtriert und untersucht sie an demselben Tage und fiigt den 
Portionen in ihren zweiten Filtraten stets die gleiche Menge Norit bei. 


I. 7. August 1928. 
Frisches Schweineblut (Schlachthof). 


1. Ohne Zusatz von Gallensaéure Jedes mit 10 mg 
2. Mit 0,3 mg Cholsdéurezusatz Norit vollstandig 
3. Mit 0,5 mg Cholséurezusatz entfarbt. 


1. Ohne Zusatz von Gallensaure. 





Gunde: OS ee | 
a | 20 bi | 20 ae 
> Ol = 0.22 7g 015 = 0,19 395 02 = 0,19 | 
~ ewes 15 4 i Teg 
7 Ol = 0,21 {55 15 = 019 | 7 02=02 | 


ohne Keil ohne Keil | mit Keil viel besser mit Keil 


0,15 mg 0.2 mg 


Ohne Zusatz von Gallenséure: 0,195 mg in 5ccem Blut. Folglich in 
100 ccm Blut: 3,9mg Gallenséure. 





2. Mit 0,3 mg Zusatz von Gallensiure. 
“Standards: 0,3mg | | 04mg —OSmg 
a One Es Tae aN Si, see 
155 0,3 = 0,38 307 0,4 = 0,38 A 0,5 = 0,41 
15 ae 15 se 15 eo 
33 0,3 = 0,34 i73 04 = 0,35 i9 0,5 = 0,39 
mit Keil mit Keil mit Keil 
Mit 0,3 mg Gallenséurezusatz: 0,375 mg in 5ccem Blut. 


3. Mit 0,5 mg Zusatz von Gallensaure. 





Standards: 0,3 mg 0.4 mg 


20 | 20 20 
| 
| 


0,5 mg 








3 0,3 = 0,46 ss 0,4 = 0,51 say 0,5 = 0,53! 


15,7 18,7 


15 mrere | 20 nee 20 men 
0 0,3 = 0,45 id 0,4 — 0,57 | ‘ia 0,5 — 0,54! 
ohne Keil ohne Keil 
15 
i6 0,5 = 0,47 
mit Keil 
Mit 0,5mg Gallenzusatz: 0,53 mg in 5cem Blut. (Standard 0,3 mg 
nicht beriicksichtigt.) 
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II. 14. August 1928. 
—_—. Schweineblut (Schlachthof.) 
. Ohne Zusatz von Gallensaéure 

; Mit 0,2 mg Zusatz von Gallenséure | 

3. Mit 0,3 mg Zusatz von Gallensaure 

4. Mit 0,5mg Zusatz von Gallensaéure 


Jedes mit 10 mg 
Norit vollstandig 
| entfarbt. 


1. Ohne Zusatz von Gallensaure. 








Standards: 0,1 mg 0,15 mg 0.2 mg 
— ~ 90 —— ——<—<— —_ — = ae —— — a cy — — => 
= = 4 9 — 017 
bb 0,13 05 0,15 0,146 33 0,2 0,17 
15 15 15 

— = — 0 —- () 2 = 

10,5 0,14 i7 15 = 0,182 is 0,16 
mit Keil mit Keil 


Ohne Zusatz: 0,145 mg; in 100 ccm Blut: 2,9 mg. 


2. Mit 0,2 mg Zusatz. 





Standards: 0,2 mg | 0,3 mg 0,4 mg 


20 20 20 20 15 
— = ean re 9 
is = 0,22 | i6 * = 0,24 3B 0,24 5 0,24 5 0,24 
15 | 15 15 | 15 mit Keil 
pe ae ae i 9 ew 2 
a7 = 07 | Fe = 028 | 7 = 021 | 55 = 020 
mit Keil obne Keil | mit Keil ohne Keil 


Mit 0,2 mg Zusatz mit Keil 0,23 mg, ohne Keil 0,24 mg. 


3. Mit 0,3 mg Zusatz. 





pereerey 03 mg ti re es 0,4 mg | 0,5 mg 
eee 20 4 eye eT? eee Raman rs SEEN me 20 iN ey — a 
i7 0,3 = 0,35 is2 0,4 = 0,48 4 0,5 0,46 
15 : 15 ie fe 
B as = = 0,35 16 04 = = 0,375 is 0,5 = 0,4 
ohne Keil ohne Keil mit Keil 


Mit 0,3 mg Zusatz: 0,393 mg. 


4. Mit 0,5 mg Zusatz. 





Standards: 0,5 mg : ; 0, 6 mg 0,6 mg 
20 i ae 20 
13,2 0,5 = 0,7 ib Gs = 0,8 151 0,6 = 
15* A an 15* 
iis = 0,65 Ey 0,6 = 0,69 73 0,69 
10 ; ed “Gh 
9 = 0,55 0 OS <= 0,6 10,5 = O06 
ohne Keil mit Keil 


Mit 0,5 mg Zusatz: 0,67 mg. 
* Nur die Werte bei Standard 15mm am Kolorimeter sind beriicksichtigt. 
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Ill. 10. August 1928. 


Blut von drei Ratten, die mit Schilddriise gefiittert wurden, gemischt 
und in zwei Portionen geteilt. 


1. Ohne Zusatz von Gallensdiure \10 mg Norit geniigen, um erste 
2. Mit 0,3 mg Cholsdéurezusatz ) Filtrate vollstandig zu entfarben. 


1. Ohne Zusatz. 





Standards: 0.1 mg 0,15 mg 0,2 mg 0,3 mg 

20 : 20 20) 20 

—: 20) —— 0.15 = 0.22 — 02 — 02 ae al 3s;= : 
yo mS iB O26 | igs °F = 98 
15 . 15 15 15 

— 0,20% — 015 = — 0,2 — 0,25! — 0,3 — 0,28 
73 5 an 0,15 0,22 ro) 0, 0,25 is 0,3 0,28 
ohne Keil ohne Keil ohne Keil 


Ohne Zusatzmittel: 0,245 mg. 


2. Mit 0.3 mg Cholséurezusatz. 








Standards: 0,3 mg mit Keil 04mg mit Keil e eae 0,5 mg 
20 20 20 
— 0.3 — 0 — 0.4 = 05 — 05 = M4 
3 3 46 i6 4 0,5 is ° 0,55 
15 15 15 
— 03 — 0, —— 04 — 9, 5 = 05! 
fi 0,3 409 35 4 0,44 Te 0,5 05 


Mit 0,3 mg Cholséurezusatz: 0,48 mg. 


Die Methode scheint so weit genau zu sein, daB zum Blute Hinzu- 
gefiigtes zuriickgefunden wird, aber nur selten wird die ganze Summe 
(= Gallensaure des Blutes an sich + Hinzugefiigtes) wiedergefunden. 


Zusammenfassend finden wir bei I, II und III folgende Verluste: 





Nr. Detum Verlust 
1928 
I | 7. VII. | Ohne Zusatz . .. . 0,195mg 
| Mit 0,3 mg Zusatz. . 0,375 statt 0495 +0,12 mg 
| Pacts es 3 «ee ce Gl Oa 
TI | 15. VIII. || Ohne Zusatz . . . . 0,145 mg 


Mit 0,2mg Zusatz. . 0,24 statt 0345 +0105 , 
o OP 2 y -- 0398 , 0445 +0,052 , 
05 . » + O67 , 0646 —0005 , ! 


It | 10. VIII. Ohne Zusatz ... . 0,243mg 
| Mit 0,3 mg Zusatz. . 048 statt 0543. + 0,063 , 


Dieser Verlust entsteht sehr wahrscheinlich bei der schon friiher 
(im zweiten Blindversuch) erwahnten Atherextraktion, wenn man 
den Ather nach dem ersten Zentrifugieren direkt, obgleich sorgfaltig, 
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weggieBt. 
weitere Blindversuche: 





Noch deutlicher wird dieser Verlust gezeigt durch drei 


1. Fiir 0,2 mg Gallenséiure: Verlust von 0,018 mg 


&: = “Sen is po 4. “Oe 
a) « Oty ye és = We oa 


Folglich sollte man. bei jedem Versuch eine Korrektion anbringen 
Vergleicht man nun aber die Verluste dieser letzten Blindversuche 
und Blutversuche fiir eine bestimmte Menge Gallensiure miteinander, 
so sieht man, da diese Verluste nicht immer ganz konstant sind, so 
daB wir im Grunde nie sicher sind, ob die Korrektion richtig ist. Deshalb 
miissen wir uns mit einer Zehntelmilligramm-Genauigkeit begniigen, denn 
die Hundertstel von Milligramm sind vielleicht schon nicht mehr ganz 
genau. Jedenfalls wird im Blute stets mehr Gallensiure als mit dieser 
Methode gefunden wird vorhanden sein! Sie (diese Methode) erméglicht 
uns aber doch, den mit allen bis jetzt uns zur Verfiigung stehenden 


Mitteln bestméglichen Wert zu finden. 


alle folgenden Versuche gemacht. 


In diesem Sinne wurden auch 


Vorher wurden noch diese zwei Versuche gemacht. 


1. Blindversuch: 9, 


3mg Cholsdure + Iccm 


hydrorydlésung, mit Ather extrahiert. 
2. Blindversuch: 0,3 mg Cholséiure ohne Bariumhydroxydlésung, mit 


Ather extrahiert. 


1. Mit Barium. 


Fiir 


0,3 mg Cholséure: 0,25 mg. 


konzentrierte 


Barium- 


j 


Verlust: 0,05 mg. 





Standards: 0,15 mg ohne Keil 


0.2 mg ohne Keil 


20 20 
— 0,15 0.25 — 02 = 0,25 
12 15 125 16’ , 
15 15 
_— 6 = 02 — 0,2 = 0,25 
96 0,15 234 pp 0,25 
2. Ohne Bariumhydroxydlésung (konzentriert). Fiir 


0,08 mg. Verlust: 0,22 mg. 


0.3 mg ohne Keil 


20 0.3 — 0,255 
23,5!” _— 

» 0,3 0,25 

hoo x 

0.3 mg Cholséure: 





Standards: 0,1 mg ohne Keil 





20 

= = 0,08 
25 
15 

—— = 0,08 
isd ,083 


~ Q1Sng 
15 

a—w- = (0.6 
24.5 08 
ohne Keil 
0,15 — 0,085 


mit Keil 





26,5 


01mg mit Keil 


20 - 
5 : 0,074 
15 ‘ 
a — 08 


Daraus folgt: Der Zusatz von kleinen Mengen (1 bis 2 ccm) kon- 
zentrierter Bariumhydroxydlésung verhindert einen zu groben Verlust. 
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Untersucht man bei 1. mit Barium und bei 2. ohne Barium den 
Ather nach dem ersten Zentrifugieren auf Gallensiure hin, statt ihn 
wegzugieBen, so ergibt 

bei 1. Atherprobe von 0,3 mg Cholsiure + Bariumhydroxydlésung: 
rein gelbe Farbe. Ist von ,,reiner Rohrzuckerlésung -+- H,SO,* kaum 
zu unterscheiden; 

bei 2. Atherprobe von 0,3 mg Cholsiiure ohne Bariumbydroxyd- 
lésung. Bei bloBem Auge rétlicher als bei 1., aber doch nicht so stark 
wie Standard 0,1 mg (0,1). 


10 
Kolorimetrieren ergibt: 38 0,1 = 0,0357 mg mit viel Keil! Hier 


ist also auf 0,3mg Cholsdure 0,3 — (0,08 +- 0,0357) = 0,2157 mg 
spurlos verschwunden (in Ather so aufgelést, da auch durch Rohr- 
zuckerlosung und H,SO, nicht mehr nachweisbar). 


Priifung der giinstigsten Fiillung der Keilkompensation. 


Den kompensierenden Keil fiillt man mit einer gelben Fliissigkeit, be- 
stehend aus: 1 cem Rohrzuckerlésung + 8cem H,SO, nach einstiindigem, 37°C 
warmem Wasserbad. Diese Zusammensetzung ergibt die giinstigste Gelbfarbe. 

Denn: 

2 ecm Rohrzuckerlésung (1 %ig) + 8 cem H, SO, (60 %ig), gelb mit leicht 
rosenrotem Ton ? 
ees ji (1%ig) + 8 ., H,SO,(60%)ig, schénes Gelb, 
0,4 ~«,, is (1%ig) + 8 ,, H,SO,(60%ig), schénes Hellgelb, 
sind fast gleich in der Farbe. 
0,2 cem Rohrzuckerlésung (1 %ig) + 8 ,, H,SO,(60°%ig), noch hellgelber. 
0,4cem Rohrzuckerlésung + 8cem H,SO, bei Zimmertemperatur 
stehéngelassen, bleibt fast farblos, d. h. mit sehr, sehr leichtem Gelbton. 


Versuche. 
3. August 1928. 

Mit Menschenblut (normal) aus chirurgischer Abteilung. Fraulein 
Marta Rudolf, 1904. Meniscus. Venenblut. 

Erstes Filtrat ist ziemlich gelb. Deshalb Zusatz von 10 mg Norit 
und filtriert. Zweites Filtrat noch immer etwas gelb. Deshalb nochmals 
10 mg Norit hinzugefiigt und filtriert. Also im ganzen 20mg Norit 
hinzugefiigt. 


i-@+:. 


0,177 mg. 




















0,2 mg 0,3 mg 





Standards: 0,1 mg 0,15 mg 

20 20 Mie Oe ba a 
125 0,1 = 0,16 78 0,15 = 0,17 30 0,2 = 0,2 | 5 0,3 = 0,2 
15 im 15 a 15 mit Keil 
ob 0,1 = 0,16 13,5 0,15 = 0,16 | 15,5 0,2 = 0,19 


Normales Menschenblut: 0,177 mg in 5cem Blut. In 100cem Blut: 
3,54 mg Gallenséure. 
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20. Augsut 1928. 


Mit normalem Menschenblut (chirurgische Abteilung). Riou, 40iger 
Jahre, Beinverletzung. Venenblut (Vena brachialis). Mit 10 mg Norit 
entfarbt. 

0,183 mq. 








j Stenderde: 0.1 ms . 0,15 mg 0,2 mg mit Keil 
20 20 20 
—_ — 7 => 0 5 — » —— 2 = ) 
D 0,167 i563 ,15 0,19 50.7 0, 0,19 
15 15 15 
—- —— — = - 02 —0 
86 0,18 Dp 0,15 0,19 inp 19 
In 5cem Blut: 0,185 mg Cholséure. In 100 ccm Blut: 3,7 mg Gallen- 
saure. 


23. August 1928. 


Normales Menschenblut (Abteilung Wildbolz). 1. Portion. Erstes 
alkoholisches Filtrat mit 10mg Norit und durch einfaches, schon 
gebrauchtes Filter filtriert. Zweites Filtrat vollstandig farblos. 


1. Portion. 0,236 mg in 5,2ccem Blut. 








Standards: 0.1 mg 0,15 mg : | 0,2 mg 0,3 mg 
~ 20 20 20 15 
— 0.1 = poet 5 0.2 — 0.27 — 0.3 — 
9 Jl 0,22 1D 0,15 0,25 las” 0,27 i6 0,3 0,28 
15 : 15 15 
— 0.1 = 0,2 — =: © — 02 = 0,22 
7 On 21 gg 015 = 0,23 7g 02 = 02 
25 ‘ 
= od — 9 
Dp 0, 0,21 


In 5,2cem Blut: 0,236mg. In 100cem Blut: 4,54 mg Gallensaure. 

2. Portion. 4,7 ccm Blut. Erstes alkoholisches Filtrat mit 10 mg 
Norit und durch sauberes Doppelfilter filtriert. Zweites Filtrat fast 
farblos; eine Idee gelb. 


2. Portion. In 4,7 cem Blut: 0,21 mg. 











Standards: 0,15mg mit Keil 0,2 mg mit Keil 0,3 mg mit Keil 
20 ig 20. . " , , ik 15 : 
is 0,15 = 0,2 7 0,2 = 0,28 i9 0,3 — 0,23 
15 15 
anuie = G —= = 2 
iio 0,15 0,19 iB 0,2 0,2 


In 4,7cem Blut: 0,21 mg Gallenséiure. In 100ccm Blut: 4,46 mg 
Gallenséure. Mittel von 1. und 2. Portion ergibt: In 100 ccm Blut 4,5 mg 
Gallensdure. 
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25. August 1928. 


Menschenblut (Kretin), chirurgische Abteilung. Mit etwas weniger 
als 20 mg (18 oder 19 mg) Norit, ganz farblos! (Mit sauberem Doppe!l- 
filter filtriert.) 

In 5cem Blut: 0,19 mg. 





Standards: 0,1 mg o. Keil 0,15mg ohne Keil 0,2 mg mit Keil 0,3 mg mit Keil 
20 20 a 20 15 
— = 0,181 —= 9,15 = 0,19 —. 0,2 0, — 0,3 = 0,22 
il 65” pet es «hi ott the 
15 


-_ 15 ‘ " 15 
— = 187: —s 0,15 = 0.19% — 0,2 = 0,18 
8 0,1875 iis 0,15 0,195 ié 0,18 
In 100cem Blut: 3,8 mg Gallenséure. 


24. August 1928. 


Menschenblut: Abteilung Frauenspital. Frau Aénig, 39 Jahre alt. 
Carcinoma portio uteri. Mischkost. 


Auf 9ccm Blut ist 1leem Citrat 
la 20. ‘a poe 


ey See ws oe aie 


Deshalb wurden 5,5 cem Blut (zitriertes) gnommen. Zweimal 10 mg 
Norit, also 20 mg Norit hinzugefiigt. Ganz farblos und klares Filtrat. 





ala ae ken 0,15mg ohne Keil 0,lmgohneKeil 0,15 mg mit Keil 0.2mg mit Keil 
20 ES | 20 20 .. 
—=s5 — 0, — 015 = 0, — — 02 =~ 0,15=—0,13 | = 0,2 ,166 
138 0,14 15 15 0,155 10 0 B 15 13 18 0,166 

15 15 15 15 

— — 0,136 = 015 = 0,15 — = (), —— 0.15 = 6. 

i 136 B 15 15 73 19 9" 15 119 

m. K. = mit kompensierendem Keil: In 5cem Blut 0,136 mg; in 


100 cem Blut 2,72 mg Gallensaure. 
o. K, = ohne kompensierenden Keil: In 5cem Blut 0,172 mg; in 
100 cem Blut 3,44 mg Gallensdure. 


Wir sehen, daB wir ganz verschiedene Resultate bekommen, wenn 
wir mit oder ohne Keil arbeiten. Wenn wir ohne Keil kolorimetrieren, 
achten wir nur auf Helligkeitswerte. Wir miissen aber mit Keil arbeiten, 
denn wir durfen nicht nur auf Helligkeitswerte, sondern auch auf 
Farbenwerte achten. Denn kolorimetrieren wir Standarde unter- 
einander, so erhalten wir exaktere Werte, wenn wir den Keil benutzen. 


29. August 1928. 


Menschenblut (Abteilung Frauenspital). Schenk, 24 Jahre alt. 
Schleimhaut-Gonorrhoe. Mischkost. Auf 9ccm Blut Il ccm Citrat. 
Versuch, indem alle Proportionen verdoppelt werden: 
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10 com Blut zu 70 cem Alkohol. Dem ersten Filtrat werden 30 mg Norit 
zugegeben und filtriert. Das Filtrat ist noch leicht geib. Deshalb noch 
10 mg Norit hinzugefiigt. Nun ist das Filtrat vollstandig farblos. Also 
im ganzen: 40 mg Norit. Dem farblosen Filtrat werden nun 2 ccm Barium- 
hydroxydlésung beigegeben und evaporiert. Mit dreimal 10-cem-Ather- 
portionen wird extrahiert. Zu den Barium-Gallensalzen der Probe und 
zu jedem Standard werden wie friiher je 0,4ceem Rohrzuckerlésung und 
8cem H,SO, gegeben. Nach 1 Stunde Wasserbad: Probe sieht gelber 
aus als Standard 0,1 mg Cholséiure. Deshalb wird tiberall mit Keil kolori- 
metriert. 





Standards: 0,1 mg 0,15 mg 0,2 mg 
20 20 20 : 
——=- == () — 7 sane 916 
mo ig = % no 
15 15 15 - 
~_— — 0,166 — = 0, sS -S 2 
9 i356 3 -° 


In 9cem Blut: 0,187 mg; in 100 cem Blut: 2.08 mq Gallensdure. 


Meine wichtigsten Versuche sind an Ratten angestellt worden, 
weil ich bei diesen Tieren nicht bloB den Gehalt des Blutes an gallen- 
sauren Salzen priifen wollte, sondern auch diese Tiere sehr geeignet 
dazu waren, sie denjenigen Versuchen zu unterziehen, von denen man 
auf Grund gewisser Erwagungen méglicherweise erwarten konnte, 
da8 ein Unterschied im Gehalt an Cholaten erfolgen wiirde. Es mubte 
naimlich daran gedacht werden, da8 bei bestimmter Ernahrung, namlich 
einer solchen, welche zu intensiver Lebertatigkeit fiihrt, auch ein 
Mehr von gallensauren Salzen an das Blut abgegeben werden kénnte 
Hier kommt vor allem Ernahrung mit EiweiBen und mit solchen Eiweib- 
abbauprodukten in Betracht, von denen wir wissen, daB sie die Leber- 
tatigkeit beanspruchen. Es gibt auch eine physiologische Erfahrung, 
die nach dieser Richtung hin wegleitend sein kénnte. Cannon hat 
nimlich beobachtet, daS auch nach Ausschlu8 der Nebenniere auf 
reflektorischem Wege eine Férderung des Herzschlags im sympathischen 
Sinne stattfinden kénne, und er glaubte diese Férderung auf die Leber 
zuriickfiihren zu kénnen. Er bemerkt ausdriicklich, das aber nur unter 
bestimmten Bedingungen diese Férderung zum Ausdruck gelangt, und 
er hat auch an den wechselnden Ernihrungszustand der Tiere hierbei 
gedacht. 


AuBer an Ratten habe ich auch an einigen Katzen Versuche an- 
gestellt. 
Versuche an Ratten und Katzen. 


Anfangsversuche. — 27. August 1928. 


Zwei Ratten, die ausschlieBlich mit Brot und Milch (= normale Nahrung 
der Institutsratten) gefiittert wurden. 
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Die Ratte wird geképft, das Blut aufgefangen und mit Kaliumoxalat 
verrieben, damit das Blut nicht gerinnt. 
Erste Ratte. . . . . 5,3ccm Blut 
See eee Ee 
Zu beiden ersten Filtraten je 10 mg Norit hinzugefiigt und beide mit 
sauberem Doppelfilter filtriert. 
Zweites Filtrat: Bei beiden vollstandig farblos. 





Erste Ratte. 
Standards: 0,1 mg mit Keil 0,15 mg mit Keil 0,2 mg 
20 | 15 ih | Standard 
19 0,105 92 0,15 = 0,102 trotz Keil zu rot 
15 10 
—- = 0 ao 5 = 
bb 096 i48 0,15 0,1 


In 5,3 cem Blut: 0,1 mg; in 100 cem Blut: 1,9 mg Gallenséiure. Farbe 
der Probe gelber als Standard 0,1 mg. 


Zweite Ratte. 





Standards: 0,1 mg ohne Keil A Say 0,15 mg mit Keil a 
20 ‘ | 20 ‘deutlich rétlicher Ton, 
16. 0,125 Fos 0,18 Farbe wie Standard 
0,1 mg 
15 15 ‘ 
= = 0,12 1° = 0,12 
0) 0,125 187 0,1 


Ta 5,5cem Blut: 0,125mg; in 100cem Blut: 2,27 mg Gallenséure. 


28. August 1928. 
Zwei Ratten, die ausschlieBlich mit Fleisch und Milch gefiittert wurden. 


Erste Ratte. ....5 cem Blut 
t BWEHO 5 «6 6 wt ES 5 % 


Die ersten Filtrate sind schon fast farblos? Mit 10 mg Norit vollstandig 
entfdrbt. Vielleicht sind diese 10 mg Norit schon zuviel. Immerhin ergibt: 














Erste Ratte 
‘Standards: 01mg OSmg 02mg 
20 20 a oe 
15 1b 


In 5cem Blut: 0,146 mg; in 100cem Blut: 2,92 mg. 
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Zweite Ratte. 

Standards: 0,1 mg 0,15 mg 0,2 mg 
20 20 15 
mem = 6 7 — — 5 — - 0, 
127 157 98 0,15 i8 166 
15 15 
—— = 0,157 ——=—— = () 145 
95 ad 15,5! - 


In 5,3cem Blut: 0,151 mg; in 100cem Blut: 2,85 mg. 


Diese vier Proben sind Anfangsversuche. Spiatere Versuche geben 
etwas andere Resultate, fiir normale Ratten etwas héhere Werte. 


Spdtere Versuche. — 9. Oktober 1928. 
Normale Ratten (von Prof. Abelin) mit Milch-Brotnahrung: 


Erste Ratte: 3,8cem Blut) Erstes Filtrat fast farblos. 
Zweite .,, 4,0 ,, + Beide ohne Norit. 


Erste Ratte. 





Standards: 0,1 mg mit Keil 0,2 mg mit Keil 0,1 mg ohes Keil 
a 15 25 
— — — — 01 = 
01 0,125 oy) 136 19 0,131 
20 10 20 
— = 95 ‘ — — 25 — — (0), 
i6 0,125 i6 0,125 id 143 
15 15 
— = 0,125 77 = 0,136 
12 1 ) 11 ( 1 3 ) 


In 3,8 ccm Blut: 0,127 mg; in 100 cem Blut: 3,34 mg (mit Keil). 


Zweite Ratte. 





Standards : 0,1 mg mit Keil 0,2 mg mit Keil 0,1 mg ohne Keil 
ie Meee ge a: Pe 25 
ma = | — = 5 —_ = 52 
i7pi > 0,1428 0 0,15 i64 0,15 
20 10 20 
_—_— — | —- <= 0 £ —_ =< 57 
if] 0,143 | iB ,133 137 0,157 
15 ous | = = 0,16 
Bee |  Hesatincg 


In 4cem Blut: 0,145 mg; in 100cem Blut: 3,625 mg (mit Keil). 


12. Oktober 1928. 


3,5cem Blut von normaler Ratte. Ohno Norit, weil Filtrat farblos. 
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Dritte Ratte. 











Standards: 0,1 mg 0,15 mg mit Keil : : 0,2mg mit Keil 
20 — 15 

—— = 0,125 ——— = 0,122 > ae OSU 
metic 5 MH ge 
15 15 10 

—— = 0,122 — = 0,118 = = O89 
123 19 a is 

25 »s 

393 = 128 


In 3,5cem Blut: 0,1225 mg; in 100cem Blut: 3,5 mg. 


19. September 1928. 


1. Brotratte, normales Tier, die eine Woche lang ausschlieBlich mit 
Brot und Wasser gefiittert wurde. 


Ohne Norit. 





Standards: 0,1 mg 0,15 mg mit Keil 0,2 mg mit Keil 03mg mit viel Keil 
2 20 * abe “sae 
oe =e = 017 = = 0, 50 — VY 
0) 0,166 i73 0,173 oh 16 3g 0,16 
15 15 15 10 
— = 0 } — = 0, — — 0. 5S —— _ 0 
9 166 135 166 19 15 oi 133 


In 5cem Blut: 0,16 


_ 


mg; in 100cem Blut: 3,28 mg. 


2. Fleischratte, normales Tier, die eme Woche lang ausschlieBlich mit 


Fleisch und Wasser gefiittert wurde. Nur 4,7cem Blut. Erstes Filtrat 
: er 
farblos.. Ohne Norit. 





Standards: 0,1 mg 0,15 mg mit Keil 0,2mg mit Keil 0,3 mg 
20 20 20 15 
— — 0,18 ———_ =< (), — — 01 — — 0,18 
etn = aint 33 ” s} 
15 15 15 10 
— = 0 7 —— = 0,18 — =— Q. —_—_ = 
; 187 735 = 9 3 166 i935 = 158 


In 4,7 cem Blut: 0,1807 mg; in 100 cem Blut: 3,846 mg. 


Fleischnahrung im Gegensatz zu Kohlehydratnahrung (ohne Fette, 
keine Milch!) erhéht in geringem Mae den Gallensduregehalt des Blutes. 


17. September 1928. 


Diese zwei folgenden Versuche zeigen, da der Gallenséuregehalt des 
Blutes nicht nur von der Ernahrungsweise, sondern auch vom Zustande 
der Tiere selbst abhangt. 


1. Brotratte, sehr nervés und aujfgeregt. 4ccm Blut! Eine Woche lang 
Brot-Wassernahrung. Ohne Norit. 
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Standards: 0,1 mg 0.15mg mit Keil 0,2 mg mit Keil 
20 20 20 
— = —€ 0, 67 hes — 0,195 
.— Sa a5 °= 
15 15 15 m 
— — 0.157 — = 0.16 — 01 
95 - id 17,5 ‘ 


In 4cem Blut: 0,168 mg; in 100ccem Blut: 4,2 mg. 


2. Fleischratte, ziemlich matt, Ohrenkrankheit. 5,lceem Blut. Eine 
Woche lang Fleisch-Wassernahrung. Ohne Norit. 





Standards: 0,1 mg ahs 0,15 ne mit Keil 0.2 mg mit Keil 
20 20 20 
— = 0, 66 —— 0.192 —- 0,2 
12 - 15,6 19 9,21 
15 15 15 
— = 0,166 —— — 0,188 — — 0,2 
9 ; 12.4 15 


In 5,leem Blut: 0,187 mg; in 100 cem Blut: 3,66 mg. 

Erste und zweite Ratte sind deshalb nicht normale Tiere. 

Ebenso deutlich wie diese zwei Versuche zeigen zwei nachste Versuche 
(an Katzen), da8 der Gallenséuregehalt des Blutes auch vom Zustande 
der Tiere abhangt. 

1. Katze, die einen Monat lang ausschlieBlich mit Fleisch und Milch 
gefiittert wurde. (Klein, lieB sich widerstandslos téten.) 

Erstes Filtrat farblos, deshalb ohne Norit, 5ccm Blut. 





“Standards: O,1mg | 0,15img mit Keil 0.2 mg mit Keil 03 mg mit Keil 
20 20 20 20 
aR = 0, = 0,192 2 = 0 — 02 
105 — %19 xo oF 3 = 9 oe . 
15 15 15 15 
=> = 0,192 —- = 0,192 — =— 02 aon oe © 
78 is i? 57° 15 21 


In 5cem Blut: 0,202 mg Cholséure; in 100 ccm Blut: 4,04 mg. 


2. Katze, die einen Monat lang ausschlieBlich mit Brot und Milch 
gefiittert wurde. Gréfere Katze als bei 1. Aufregung kurz vor dem Tode. 
Eine zahe Fliissigkeit (Speichel ?) floB beim Téten vom Munde des Tieres 
in das Blut. 

Erstes Filtrat leicht gelb, aber trotzdem kein Norit hinzugefiigt, weil 
bei der mit Fleisch-Milch gefiitterten Katze auch kein Norit verwendet wurde. 





Standards: 0,] mg 0,15mg mit Keil 02mg mit Keil 0,3 mg 
20 20 20 20 
— 0,33 — = 0; —- — 0.38 —— = 0.27 
6 . y = 12 21,5 : 
15 15 15 
—— — (); — 0.348 —= =< 0.96 
6.6 - 86 " 17 , 


In 5cem Blut: 1,31 mg; in 100 cem Blut: 6,2 mg Cholséure. 
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Des ungleichen Todes wegen ist dieser Versuch ein Fehlversuch! Wi: 
sehen aber, da Fleischfresser (Typus = Katze) einen héheren Gallen. 
siuregehalt des Blutes haben als Vielfresser (Typus = Mensch, Schwein, 
Ratte). 


Weitere Ernahrungsversuche an Ratten. 


Die Peptonratte. — 12. Oktober 1928. 


I. Pepton allein. 4,5ccm Blut einer Peptonratte, die 3 Tage lang nur 
mit 2g Pepton tiglich gefiittert wurde. Das Blut wurde 4 Stunden nach 
der letzten Fiitterung entnommen. 

(Fiitterung: 1 g Pepton morgens 91% Uhr.) 

Tod: 1% Uhr nachmittags. 

(Diese 2g Pepton pro Tag wurden in zweimal | g, des Morgens und 
Abends gegeben.) 


Ohne Norit, weil erstes Filtrat farblos. 





Standards: 0,1 mg 0,15 mg 0,2 mg 0,3 mg 





25 25 20 
——. == 0,22 — = 0,25 —— — 02 — — 0 
iy = 0.221 = = 0,25 55 = 0288 5 = 08 
20 20 15 15 
>. = 0.235 =< OS ae OS = 268 
aE = 0.285 5 = 028 Or 4 T= 0,28 
15 15 25 

Bs aa aie DF — =< 7 
ER = 028 72 = 0,295 oy = 027 


In 4,5cem Blut: 0,247mg; in 100cem Blut: 5,49mg. Blutprobe 
rétlicher als Standard 0,1 mg. 


(Nebenversuch: Ather, in welchem Fette aufgelést sind, wird iiber 
Nacht stehengelassen. Am Morgen finden sich am Roden des trockenen 
Reagenzglases schéne Fettixristalle. Diese Fettkristalle + 0,4cem 1 %iger 
Rohrzuckerlésung + 8cem 60% iger H,SO, und nach 1*/, Stunde 37° 
warmem Wasserbad geben hellgelbe Farbe der Fliissigkeit. Also Fett: 
= negative Pettenkoferreaktion.) 


II. Brot-Peptonratte (eines Irrtums wegen). — 21. September 1928. 


Brot-Milch (= normale Nahrung) + 2 g Pepton taglich. Diese Nahrung 
3 Tage lang. 5ccm Blut. Ohne Norit. 


1. In 5cem Blut: 0,20357 mg; in 100 cem Blut: 4,07 mg. 





Srendande: 0,1 po iS 0,3 mg 
20 ee 0. 
— = — 035 — 2 
p= 02 57 03 = 0,2: 
15 15 - 
78 = 0,192 B —_ 0,195 
25 
125 > 0,2 


Standard 0,15 und 0,2 mg Cholséure sind alter H,SO, wegen un- 
brauchbar geblieben. 
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30. August 1928. 
2. Brot-Milch-Peptonratte. Ohne Norit. 





Standards: Ot mg 0,15 mg mit Keil 0,2mg mit Keil 
RS So aay 
195 > 0,1 | 5 > 0,11 6 0,2 = 0,11 
15 15 
= 0,1 a > 0,1 


In 2,1 cem Blut: 0,1 mg; in 100 cem Blut: 4,95 mg. 
Vergleichen wir II. zu I., so sehen wir, daS Brot-Milch die Pepton- 
wirkung etwas aufhebt. 


III. 1. Fleisch-Peptonratte. — 26. September 1928. 


Tagliche Nahrung wahrend 3 Tagen: 2g Pepton und 20g Fleisch 
(gekochtes). Erstes Filtrat farblos. Ohne Norit. 





Zs 
Standards: 0,1 mg | 0,15 mg . 0,2 mg as 
20 i 20 rae a 
p= 0166 | T= 0108 | ge = 0.7 5g7 = 0168 
15 a oa = oe 
25 25 at SS 
a = 0,166 5 = 0,17 5 = 0,176 


In 3ccm Blut: 0,165 mg; in 100cem Blut: 5,4 mg. 
28. September 1928. 
3. Fleisch- Wasser-Pe waserratie (wie Ls GroBe Ratte! Ohne Norit. 








Standards: Omg o. K. 0,15 mg ohne Keil Si 02mg ohne Keil 0,3 mg mit Keil 
= — 25 —————— —— “OB —— ———————— “O5 oo 5 5 
= <== —_ = — — 7 =—- — (): 
age ay —— ne 33 — 984 
20 20 20 20 
——_ =< = — << 0 ‘ — — “ t 
Socal ag = oc ter hnan 
5 15 15 - 15 
5 = 0,3 73 = 0,3 oD = 0,315 ib 0,3 


In 4,8cem Blut: 0,3175 mg; in 100 ccm Blut: 6,61 mg. 


12. Oktober 1928. 
3. Fleisch-Wasser-Peptonratte (wie 1 und 2). Kleine Ratte. Ohne Norit. 














” Standards: 0,1 ce i 0,15 mg mit Keil 0,2 mg t mit Keil | 0,3mg mit Keil 
nc [oR | 2 ee ae 
a | = | —- <= (), — 0,187 
id 0,1785 | 04 0,18 | 50 0,2 4 187 
20 20 15 
i 0,181 i8 0,167 i7 ,17 
15 15 
es 0,166 Fe 0,16 | 
In knapp 3cem Blut: 0,177 mg; in 100 cem Blut: 5,9 mg. 
Biochemische Zeitschrift Band 210. 5 
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Vergleichen wir III zu I, so sehen wir, daB Fleisch (gekochtes, 
damit Kohlehydrate entfernt werden) die Peptonwirkung unterstiitzt, 
ja sogar verstarkt. 


Die Schilddriisenratte. 
30. Juli 1928. 


1. Ratten, die mit Schilddriise gefiittert wurden. Ohne Norit. 





0,2 mg 





Standards: 0,1 mg 0,15 mg 





20 20 20 
$a = 0817 By = 0.361 705 = 938 
15 15 15 


In 5cem Blut: 9,3488 mg; in 100 ccm Blut: 6,976 mg. 


0,375 


2. August 1928. 


2. Rattenblut: Ratten, die mit Schilddriise gefiittert wurden. Zum 
ersten Filtrat wird 10 mg Norit beigefiigt. 





Standards: 0,1mgo.K. | 0,15mg ohne Keil 0,2 mg | 0,3 mg mit Keil 








20 a 20 20 
55 = 08 = 03875 TT = 0,868 5 
15 15 15 15 
5 = 08 55 = 0.846 = = 0375 3 


In 5cem Blut: 0,354 mg; in 100cem Blut: 7,08 mg. 


10. August 1928. 

3. Blut von drei Ratien, die mit Schilddriise gefiittert wurden, gemischt 
und in zwei Portionen geteilt, wobei erste Portion ohne Gallenséurezusatz, 
zweite Portion aber mit 0,3 mg Cholséurezusatz ist. (Unter ,,Genauigkeit 
der Methode“, Versuch III zu finden.) 

Mit 10 mg Norit wird erstes Filtrat vollstandig entfarbt. Wir finden 
dort fiir 5cem dieses Mischblutes (drei Ratten!) = 0,243 mg Gallensaéure. 
In 100cem Blut: 4,86 mg Gallensaure. 


Ich gebe zum Schlu8 folgende Zusammenfassung meiner Versuche. 


Gallensduregehalt des Blutes in Milligrammen pro 100 com Blut ausgedriickt. 


Mensch (normal). 
(20mg Norit) ............ . 98,54 (chirurg. Abt.) 
Sage Gaara ee ¥ 7” 
(10 ,, Be eG re ge aoe ve HEE a 
(20 ,, ice oe 4p + oe 2 4 8 oe ee eee 
15,54 


Mittelwert: 3,885 mg 
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a ae 
(20 ” ” ) . 


2,72 (Frau) 


ee 
4,80 


Mittelwert (Frauenklinik): 2,4 mg 


Katzen. 
Fleisch-Milch, kleine, Tod: leicht 
Brot-Milch, gréBere, Tod: schwer 


Peptonratte. 
Pepton allein Sea ee ea 
ee 
4,95 
9,02 


Pisin Pees. «6 we eae: BS 
6,6 
5,9 
18,01 — 
Schwein. 
(10 mg Norit) 
(10 ,, ae a 


Mittelwert : 


Normale Ratte. 


Versuche. 
ae a ee ee 
3,625 
3,5 
~ 10,465 


Mitch-Brot. x + 
Brot-Wasser...... 
Fleisch-Wasser . 


Nicht normale Ratte. 
Brot-Wasser, nervés .... +... 26 - 
Wisteth-Waseer, matt . . 1626s se ee 


Schilddriisenratte. 
6,976 
7,08 
4,86 
18,916 


6,0 


3,9 

2,9 

6,8 
3,4 mg 


3,488! 
3,28 
3,846 


4,2 
3,66 


6,305 


5* 
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Wenn vor der Gallensiurezahl nichts steht, so heiBt das: Ohne 
Norit, weil das alkoholische Filtrat schon an sich farblos war. Bei 
Menschen- und Schweineblut wurde stets Norit zum Entfarben des 
alkoholischen Filtrats gebraucht. 20mg Norit geniigen in den meisten 
Fallen, um ein stark gelbes Filtrat vollstandig zu entfarben. 

Die in der vorstehenden Arbeit geschilderten Versuche haben 
zunachst den Beweis erbracht, daB mit leichten Abianderungen die 
Methode von Aldrich und Bledsoe sich gut zu einer quantitativen Mikro- 
bestimmung der Gallensiuren im Blute eignen. Mit Hilfe dieser Methode 
ist es gelungen, den Nachweis zu fiihren, daB im normalen Blute von 
Menschen, von Schweinen und von der Ratte gallensaure Salze vor- 
kommen. Es scheint, da bei denjenigen Tieren, welche iiberwiegend 
mit animalischer Nahrung ernahrt werden, der Nachweis leichter ist 
und da diese mehr Gallensiure enthalten als Pflanzenfresser. Bei 
den Pflanzenfressern scheint ein methodischer Grund die Schwierigkeit 
des Nachweises etwas zu erhéhen, indem namlich bei Pflanzenfressern 
Farbstoffe vorkommen, welche bei der Kolorimetrie Schwierigkeiten 
machen. 

Bei normalen Ratten habe ich Gallensaurewerte zwischen 3,5 und 
3,8 mg pro 100 ccm Blut erhalten. Wenn die Ratten mit Pepton, einem 
sehr wirksamen Leberreizmittel, gefiittert wurden und die Tiere wenige 
Stunden nach der letzten Fiitterung getétet wurden, so enthielt das 
Blut mehr Gallensaure als normale, namlich 5,3 bis 5,96 mg pro 100 ccm 
Blut. Interessant erscheint es auch, daB bei Ratten Schilddriisen- 
fiitterung, die ich unter der Erwagung ausfiihrte, da8 durch die 
Schilddriisenfiitterung die Leistungen der Leber vergréBert wurden, 
tatsichlich der Maximalgehalt an Gallensiuren im Rattenblut von 
mir gefunden wurde, nimlich 6,2 mg pro 100 ccm Blut. 

Bei Katzen ist die Zahl meiner Versuche nicht groB genug, um 
bindende Schliisse zu ziehen. Es ist mir aber aufgefallen, daB, wenn 
die Katzen vor dem Tode in dem Zustande der Aufregung sich befanden, 
dann mehr Gallensauren im Blute sich nachweisen lieBen. 

Als wichtigstes Ergebnis meiner Arbeit betrachte ich den jetzt 
gesicherten Nachweis, daB im normalen Blute Cholate vorkommen 
und daB8 damit das Postulat erfiillt ist, welches die Lehre von der 
hormonalen Regulation des Herzschlags durch die Leber aufzustellen 
genétigt war. Mit diesem Nachweis ist die weitere Tatsache wohl 
gesichert, daB dieses den Herzschlag regulierende Hormon ein wohl- 
bekanntes physiologisches Produkt der Leber, naimlich die Gallensaure 
ist und jetzt die Gallensiure unter Beriicksichtigung der quantitativen 
Verhialtnisse sowohl ein auBeres wie ein inneres Sekret der Leber ist. 

ZusammengefaBt, ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit der 
nachfolgende : 
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1. Die von Aldrich und Bledsoe ausgearbeitete Mikromethode der 
quantitativen Gallensaéurebestimmung hat sich mit einigen Abanderungen 
als eine sehr brauchbare erwiesen. 

2. Mit Hilfe derselben ist es gelungen, im normalen Blute von 
Ratten, Katzen sowie Menschen gallensaure Salze nachzuweisen. 

3. Bei Ratten konnte gezeigt werden, da die Menge von Gallen- 
siure im Blute eine Funktion des Tiatigkeitszustandes der Leber ist. 
Nach reichlicher Fiitterung mit EiweiBabbauprodukten und mit Schild- 
driise sind die gallensauren Mengen im Blute héher. 

4. Mit diesem Nachweis hat die Lehre, daB die Leber Cholate 
als ein hormonales Regulierungsmittel zunichst der Herztitigkeit 
abgibt, eine neue Stiitze erfahren. 





Uber die Verbindung von Curare mit einigen EiweiSstoffen und 
Farbstoffen und die Abhingigkeit dieses Prozesses vom py’. 


Von 
W. M. Karassik, Anna Petrunkina und Michail Petrunkin. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Instituts fiir Experimentelle Medizin 
und dem Pharmakologischen Laboratorium des Medizinischen Instituts zu 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 13. April 1929.) 


In friiheren Arbeiten (1) (2) haben wir gefunden, da8 sich die 
Alkaloide und tierischen Basen mit der Gelatine und den EiweiB- 
stoffen des Gehirns nach Loebs (3) Regel verbinden, nimlich sehr 
stark an der alkalischen Seite vom isoelektrischen Punkte des ange- 
wendeten EiweiBstoffs, und sehr schwach oder gar nicht an seiner 
sauren Seite. Die Menge des gebundenen Alkaloids wurde titrimetrisch 
bestimmt. Die gewonnene Verbindung wurde in einigen Fallen einer 
biologischen Probe unterworfen und man beobachtete entsprechende 
Resultate (Erweiterung der Pupillae nach dem Einlegen der Gelatine, 
die’ vordem mit Alkali und Atropin behandelt war, keine Reaktion 
bei einer solchen, die mit Saure und Atropin behandelt wurde; bitterer 
Geschmack der alkalischen Gelatine, durch welche Chinin oder Strychnin 
filtriert wurde, Abwesenheit der Bitterkeit, wenn diese Gelatine sauer 
war, GefaBverengerung nach adrenalisierter alkalischer Gelatine, keine 
Reaktion bei der sauren.) 

Der Hauptzweck dieser Arbeit ebenso wie der friiheren (1) (2), 
und von denen, die noch im Gange sind, ist, die Bedeutung des py fiir 
die Prozesse der Verbindung der Anionen und Kationen mit den EiweiB- 
stoffen zu studieren. Als Ausgangspunkt, wie wir schon erwaihnt haben, 
diente uns die Regel von Loeb. GewiB, das Interessanteste ist nicht, wie 
dieser ProzeB in vitro vonstatten geht, sondern in welchem Umfange 
diese Regel fiir den lebenden Organismus gilt, bei den komplizierten Be- 


1 Vorgetragen auf dem III. Kongre®8 der russischen Physiologen, 
Moskau, am 30. Mai 1928. 
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dingungen, die dort herrschen. In der vorliegenden Arbeit wurden die 
Resultate eines Versuches in vitro biologisch gepriift. Wir wahlten fiir 
unsere Versuche Curare, weil die Curarewirkung sich sehr deutlich auBert 
durch die motorische Lahmung, sie ist reversibel und fiihrt nicht zum 
Tode des Frosches (wir arbeiteten mit dieser Tierart). AuBerdem 
wahlten wir Curare auch mit dem Zwecke, die Bedingungen seiner 
Entgiftung durch einige Farbstoffe zu studieren, da man hier Analogien 
mit seiner Entgiftung durch Eiweifstoffe suchen kénnte. 


Die Fahigkeit des Curare, sich mit dem lebenden Gewebe zu verbinden, 
hat mehrere Forscher interessiert. Albanesse (4) fand, daB dieses Gift von 
der zerriebenen Leber teilweise entgiftet wird, Abelous (5) fand dasselbe in 
Versuchen mit verschiedenen anderen Organen, unter anderem mit dem 
Muskelgewebe. Spandunjanz (6) zeigte, daB die Curarelésungen, mit welchen 
die tiberlebende Leber wiederholt durchgespiilt wird, weniger toxisch 
werden. Diese Entgiftungsfahigkeit hingt von dem funktionellen Zustande 
der Gewebe ab, doch sind die Angaben dariiber strittig. Woronzoff (7) 
fand in einem Versuch mit isolierten Froschbeinen, dab ermiidete 
Muskeln die Lésung starker entgiften als frische; doch wenn die Ermiidung 
einen gewissen Grad erreicht hat, so wird die durchspiilende Fliissigkeit 
sogar giftiger als die Kontrollésung.. Doch kam er nach einer Reihe von 
Versuchen mit anderen Giften zu dem SchluB, daB ,,die entgiftende Fihig- 
keit der tiberlebenden Skelettmuskulatur augenscheinlich durch vorher- 
gehende mehr oder weniger starke Ermiidung der Muskel geschwicht 
werden kann“. Gioffredi (8) fand, daB die toxische Wirkung des Curare, 
wenn die Muskeln des Versuchstieres ermiidet sind, verstarkt ist. Hori 
Seiji (9) fand, daB die Giftigkeit des Curare bei der Einfiihrung von 
Alkali beim Frosche steigt und nach der Einfiihrung von Séure sinkt. 


Bei unseren Versuchen wurde 1 g Curare Merck im Moérser zu feinem 
Pulver zerrieben und mit.Ather im Soxhlet wahrend 12° Stunden extrahiert, 
dann ausgetrocknet und mit 250 cem 96 °igen Alkohols im Thermostaten 
bei 30 bis 40° 12 Stunden lang stehengelassen, dann abfiltriert, getrocknet, 
im Wasserbad in 200 ccm destillierten Wassers gelést und filtriert. Nach 
dieser uns von Dr. M. M. Lichatscheff vorgeschlagenen Methode wird 
das Produkt von den begleitenden Stoffen befreit. Das Praparat ist nicht 
gelbbraun oder braun, wie die auf iibliche Weise bereitete Infusa, sondern 
goldgelb. Diese Farbe ist allen curarinen-chemisch reinen Stoffen eigen 
[Boehm (10)}. 

Die Gelatine und die EiweiSstoffe des Gehirns wurden wie in den 
friiheren Arbeiten bearbeitet (zuerst mit Saéure oder Alkali, dann 1 Stunde 
mit der Curarelésung, die danach abfiltriert wurde.) Zur biologischen 
Probe dienten Filtrate ebenso wie die Gelatine oder die GehirneiweiBstoffe, 
welche nach dem Abfiltrieren der Curarelésung noch sechsmal mit je 25 cem 
kalten Wassers durchgespiilt wurden. Die Gelatine wurde nach diesem 
im Autoklaven verfliissigt. 


Als Versuchstiere dienten Mannchen der Rana temporaria von 
25 bis 35g Gewicht. Die Tiere wurden fiir jede Versuchsreihe womdglich 
gleich schwer gewahlt; war aber ein geringer Unterschied vorhanden, so 
fiihrte man den kleineren Tieren dasjenige Praiparat ein, in welchem man 
einen geringeren Giftgehalt erwartete. 
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Man spritzte das untersuchte Priparat immer unter die Haut des 
inneren lymphatischen Sackes am Schenkel. Zum Vergleich der Zeit der 
Vergiftung wahlten wir das Moment des Verschwindens des Umdreh- 
reflexes, wo das vergiftete Tier die Fahigkeit, aus der Riickenlage seine 
normale Bauchstellung anzunehmen, verliert. 

Schon vor den Tierversuchen war es deutlich, daB verschiedene 
Gelatine- oder EiweiBportionen das Curare verschieden stark gebunden 
hatten. Die vorher mit Alkali bearbeiteten Gelatine- oder Eiweifstoffe 
waren stark gefirbt, die mit Saiure behandelten dagegen fast farblos. 
Das Filtrat von der alkalischen Gelatine oder HirneiweiB war im Gegen- 
teil deutlich entfairbt, und dasselbe von der sauren behielt die Farbe 
der Ausgangslésung. Das entspricht den Resultaten von Loeb (3) 
mit den basischen Farbstoffen. Die Giftigkeit der EiweiBstoffe oder 
der Lésung entsprach vollig ihrem Farbegrad; die stark gefarbten 
basischen EiweiSstoffe und sauren Lésungen waren sehr toxisch, die 
farblosen oder kaum gefirbten iibten in derselben Dosierung keine 
Wirkung auf die Tiere aus. Die Resultate sind klar aus den Tabellen 
zu ersehen. So bestiatigen diese Angaben, daB nur die Eiweibstoffe 
Curare binden kénnen, welche von einer Lésung mit einem py oberhalb 
ihres isoelektrischen Punktes umgeben sind; ist das pg unterhalb des 
isoelektrischen Punktes, so bleibt das Gift in der Lésung und das Eiweif 
behalt seine Unschadlichkeit. Doch zeigte uns diese Versuchsreihe 
eine Verschiedenheit zwischen der Gelatine und den Eiweibstoffen 
des Gehirns. Es geniigt, die basische curaresierte Gelatine subkutan 
zu injizieren, um eine Vergiftung des Versuchstieres zu beobachten. 
Wird aber das basische curaresierte HirneiweiB auf dieselbe Weise 
injiziert, so beobachtet man keine Resultate; dieses EiweiB soll in 
einer sauren Lésung aufgeschwemmt sein, nur dann gibt es das fixierte 
Gift ab und der Frosch wird vergiftet. Das HirneiweiS halt das Curare 
starker zuriick als Gelatine. 


Es gibt eine sebr interessante Beobachtung, da8 Curarelihmung 
durch Kongorot und in geringerem Grade auch durch Trypanblau 
verhindert sein kann, sogar wenn diese Farbstoffe einem schon 
vergifteten Tiere eingefiihrt werden. Ahnlich wirken auch Anilinblaw 
und Azoblau. 


Dieses wurde im Jahre 1924 und 1925 von J. Petroff (10) (12) beob- 
achtet, aber spater berichtete W. Nikolaew (14), der mit Kongorot arbeitete, 
daB er diese Angaben nicht bestétigen kénne; doch ist dieser Versuch der 
Aufhebung der Curarelahmung durch Kongorot so leicht ausfiihrbar, daB 
er seit 1924 als Demonstration wahrend der Vorlesungen von Prof. 
A. Lichatchew gezeigt wird. Petroff erklirte diese entgiftende Fahigkeit 
der Farbe durch adsorptive Prozesse, da diese Farbe kolloidal ist. Doch 
bekam er negative Resultate mit einer Reihe von anderen Kolloiden. Die 
strittigen Angaben mit dem Kongorot — positive bei Petroff und negative 
bei Nikolajew — forderten irgend eine Erklirung. Nikolajew arbeitete 
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mit nicht frischer Farbenlésung, weil Petroff diese Bedingung nicht hervor- 
gehoben hatte; da bekanntlich eine Kolloidlésung beim ,,Altern“ ihre 
Eigenschaften andert, so kénnten die negativen Resultate dadurch erklart 
werden. 


Wir fanden, daB dieses ,,Altern“ wenigstens zum Teil von dem 
wechselnden pg der Kongolésung abhingt. Beim Stehen sinkt das 
pu Vielleicht infolge der CO,-Absorption und der Farbstoff wird weniger 
léslich, da seine Menge in der Lésung abnimmt; gewi8 wird auch die 
entgiftende Fahigkeit schwacher. 


Frischbereitete, 1 °,ige Kongorot- 


lésung (auf 0,6°% NaCl) . . . pa = 9,0, kein Sediment, 
nach 4tiégigem Stehen... . . pH = 8,5, bedeutendes Sediment, 
Porshe | i mee ae a Pu = 7,8, reichliches Sediment. 


Doch blieb die Ursache der entgiftenden Fahigkeit von Kongorot 
und Trypanblau ungeklart. Diese gemeinssme Eigenschaft sollte eine 
gemeinsame Ursache haben; wir glaubten, sie liege in der Ahnlichkeit 
ihrer chemischen Struktur. Beide sind Natronsalze von einem Produkt 
der Naphthionsdiure (oder ihrer Homologen) und des Benzidins (oder 
seiner Homologen). Azoblau gehért zu derselben Gruppe. Es lag nahe, 
daran zu denken, daf die stark saure Naphthionsaure oder ihre Homologen 
durch die SO,-Gruppen ebenso wie das Eiwei8 durch seine COOH- 
Gruppen Curare binden kénnten. Ware es so, so sollten andere Farbstoffe 
dieser Reihe, welche analoge Gruppen enthalten, und vielleicht auch 
die Naphthionsaure selbst, ahnlich wirken. Die Experimente bestiatigten 
diese Annahme, Benzopurpurin, Trypanrot und — wenn auch in weit 
schwicherem Grade — die Naphthionsaure, die kein Kolloid ist, schwiichen 
die Curarewirkung, wenn sie mit dem Curare vor der Einspritzung 
gemischt werden. Das Germanin (Bayer 205), welches nach Fourneau 
eine Struktur, die der des Kongorots ahnelt, besitzt und drei Sulfo- 
gruppen enthilt, besitzt dieselben Eigenschaften. Anilinblau, welches 
eine andere Struktur hat, ist ein Natronsalz des sulfurierten Para- 
phenylrosanilins. Es enthalt also saure SO,-Gruppen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Gelatine und die EiweiSstoffe des Gehirns, die ein hohes 
pu besitzen, verbinden sich mit dem Curare; sie werden gefarbt und 
giftig, und die Lésung, die vorher Curare enthielt, verliert einen groBen 
Teil ihrer Giftigkeit und ihrer Farbung. 

2. Ist das py des EiweiBes niedrig, so bleibt es farblos und un- 
schadlich; die Lésung des Curare bleibt goldgelb und giftig. Beides 
(1 und 2) an den Fréschen konstatiert. 
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3. Die Fahigkeit von Kongorot, Curare zu entgiften, hingt wenig- 
stens zum Teil von seinen Sulfogruppen ab und wird auch bei anderen 
Farbstoffen dieser Gruppe und dem Germanin und in weit schwiacherem 
Grade bei der nicht kolloidalen Naphthionsiure beobachtet. 
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Uber die Wirkung des aktiven Eisenoxyds 
auf Blutbildung und Wachstum bei weiGen Ratten. 


Von 
W. Lintzel. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 25. April 1929.) 


Als aktives Eisenoxyd wurde von Baudisch und Welo! eine Ver- 
bindung beschrieben, die magnetisch ist und positive Benzidinreaktion 
gibt, in ihrer chemischen Zusammensetzung jedoch mit Eisenoxyd iden- 
tisch ist. Diesem Oxyd wurden in der Folge besondere Wirkungen 
auf den tierischen Organismus zugeschrieben, durch die es sich von 
anderen Eisenverbindungen unterscheidet. Es wurde darum auch als 
biologisch aktives Eisenoxyd bezeichnet. 


Nach Bickel? wird das aktive Eisenoxyd vorziiglich resorbiert und 
bewirkt eine kraftige Eisenanreicherung des Gesamtkérpers. Wada?, 
Remesow*, Rosenkranz® und Goldbloom® schrieben ihm auf Grund ihrer 
Versuche einen Einflu8 auf den Stoffwechsel zu, der sich in einer besseren 
Ausnutzung der Nahrung auswirken soll, eine giinstige Wirkung auf die 
Blutbildung, die von der anderer Eisenverbindungen verschieden sein soll, 
wurde ihm von Moldawski’ zugeschrieben. Eine Reihe der Grundversuche 
von Baudisch, Bickel und ihren Mitarbeitern haben der Nachpriifung 
nicht standgehalten. Die Untersuchungen von Starkenstein’, Petow und 
Kosterlitz®, Fresenius und Harpuder™ u. a., die hier bedeutungsvoll sind, 
seien nur erwahnt. 


Baudisch und Welo, Die Naturwissensch. 13, 749, 1925. 
Bickel, Med. Welt 44, 45, 1927. 
Wada, diese Zeitschr. 175, 62, 1926. 
Remesow, ebendaselbst 186, 64, 1927. 
Rosenkranz, ebendaselbst 185, 320, 1927. 
Goldbloom, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 1928; Deutsch. 
Wochenschr. 54, 1928. 
7 Moldawski, Klin. Wochenschr. 6, 1998, 1927. 
8 Starkenstein, ebendaselbst 7, 846, 1928; 7, 1220, 1928; 7, 1297 
® Petow und Kosterlitz, ebendaselbst 8, 600, 1929. 
10 Fresenius und Harpuder, ebendaselbst 8, 69, 1929. 
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W. Lintzel: Wirkung des aktiven Eisenoxyds auf Blutbildung usw. 


In den vorliegenden Versuchen wurde aktives Eisenoxyd an junge 
weiBe Ratten verfiittert. Am Ende der 1 bis 2 Monate dauernden 
Versuchszeit wurden die Zunahme des Kérpergewichtes, der Gesamt- 
eisengehalt bzw. der Eisengehalt von Leber und Milz und der Gesamt- 
himoglobingehalt der Tiere bestimmt. In der einen Versuchsreihe 
wurde das aktive Eisenoxyd einer normalen Kost zugesetzt, in der 
eine geniigende Menge Nahrungseisen bereits vorhanden war. Hier 
muBten sich spezifische Wirkungen der Substanz auf Wachstum und 
Blutbildung zeigen. In einer zweiten Versuchsserie wurde aktives 
Eisenoxyd zu nahezu eisenfreier Kost zugesetzt, um seine Resorbier- 
barkeit und Assimilierbarkeit zu priifen. 


Experimenteller Teil. 


1. Léslichkeit des aktiven Eisenoxyds in Magensalzsdure. 


Die selbstverstiindliche Voraussetzung fiir die Resorption und 
Assimilation einer Eisenverbindung ist ihre Léslichkeit in den Ver- 
dauungssaften. Etwa 0,1 g aktives Eisenoxyd! mit 71,9 mg Fe wurden 
mit Wasser tibergossen und durch ZerstoBen mit einem Glasstabe 
fein verteilt, dann wurden Wasser und Salzsaure zugegeben, bis 500 ccm 
einer 0,4 °,igen Salzsaure vorhanden waren. Die Flissigkeit wurde unter 
haufigem Umschiitteln 8 Stunden bei 38° digeriert. Es hatte sich dann 
eine ziemlich bestandige, rotbraune Suspension mit einem grobkérnigen 
Bodenkérper von Eisenoxyd gebildet. 


Zur Bestimmung des in echter Lésung befindlichen Eisens wurde 
durch ein glattes Filter gegossen. Das zunichst triibe Filtrat konnte 
durch haufiges ZuriickgieBen annihernd, jedoch nicht vollstandig, ge- 
klart werden. Durch Zusatz von Salzsiure bis zur Konzentration n/2 
und Kochen mit etwas Kaliumchlorat wurde alles Eisen in die Ferristufe 
gebracht, wobei auch die letzte kolloidale Triibung verschwand. In 
der Lésung waren 5,1 mg oder 7,1 °,, des angewandten Eisens vorhanden. 
Der auf dem Filter verbliebene Riickstand konnte erst durch lingeres 
Digerieren mit konzentrierter Salzsiure am Wasserbade vollstandig in 
Lésung gebracht werden. Die gefundenen Zahlen stimmen gut mit dem 
Befund von Starkenstein® iiberein, der bei kiinstlicher Verdauung des 
aktiven Eisenoxyds mit n/10 HCl bei 37° in 4 und 12 Stunden 3,4 bzw. 
11%, des Eisenoxyds gelést fand. 


1 In den Versuchen wurde stets das aus der Apotheke bezogene Praparat 
Siderac verwendet, das nach den Angaben, die Baudisch iiber die Bereitung 
des aktiven Eisenoxyds gemacht hat, hergestellt wird. Eine Tablette 
enthalt 0,1 g Fe,O,. 

2 Starkenstein, |. c. 
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2. Aktives Eisenoxyd zu normaler Kost. 


Fiir die Versuche, bei denen normal ernahrte Ratten aktives 
Eisenoxyd erhielten, wurden vier Wiirfe mit zusammen 17 Tieren ver- 
wendet. Jeder Wurf wurde in drei Gruppen geteilt, die vollkommen 
gleiche Grundnahrung von Koérnern, Kiichenabfallen (Kartoffeln und 
wenig Fleisch) und Milch erhielten. Der Eisengehalt dieser Nahrung 
in der 6 bis 8 Wochen dauernden Versuchszeit kann auf 10 bis 15 mg 
geschatzt werden. Dazu erhielt eine Versuchsgruppe 12 mg als aktives 
Oxyd pro Tier, das verrieben und iiber das Futter gestreut wurde. 
eine Kontrollgruppe 12 mg Fe in Form von Eisenchioridlésung. Legt 
man als Gewicht der Tiere das Mittel von Anfangs- und Endgewicht 
zugrunde, so entspricht diese Dosis einer Menge von 2,6 mg Fe pro kg 
und Tag. 

Besondere Beobachtungen wahrend der Dauer des Versuches wurden 
nicht gemacht. Alle Tiere verhielten sich normal und zeigten regel- 
maBiges Wachstum. Bei Wurf 1 wurde am Ende des Versuchs der 
Gesamthamoglobingehalt bestimmt. Beziiglich der Methode sei auf 
eine friihere Mitteilung! verwiesen. 


Wurf 1. 


Aktives Eisenoxyd zu Normalkost. Versuchsdauer 7 Wochen. 





Kérpergewicht in g ieiininnite 





Art des Versuchs 
Anfang | Ende mg 
45 175 8,25 Normalkost 
& | 168 oe i Aktives Eisenoxyd (12 mg Fe) 
45 174 3,40 Eisenchlorid (12 mg Fe) 


Alle Tiere haben sich gleichmaBig entwickelt. Die Verfiitterung 
des aktiven Eisenoxyds hat ebensowenig wie die Darreichung von 
Eisenchlorid Wachstum und Blutbildung beeinfluBt. 

Bei den Tieren des zweiten Wurfes wurde der Gesamteisengehalt 
bestimmt. 























Wurf 2. 
Aktives Eisenoxyd zu Normalkost. Versuchsdauer 7% Wochen. 
Kérpergewicht i | 
- a ee Gesamt+Fe-Gehalt hse Ges Weenie 

Anfang Ende | mg 

38 134 i 5,73 Normalkost 

35 126 i 5,45 Aktives Eisenoxyd (12 mg ‘Fe) 

35 | 127 i 6,00 Kisenchlorid (12 mg Fe) 





1 Lintzel, Zeitschr. f. Biol. 87, 97, 1928. 
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Die Zulage von aktivem Eisenoxyd hat keinen vermehrten Eisen- 
ansatz zur Folge gehabt. Das betreffende Tier enthilt sogar etwas 
weniger Gesamteisen als das Kontrolltier, doch ist zu beriicksichtigen, 
da dieses von Anfang an etwas schwerer ist. Das Eisenchloridtier 
weist ein ganz unbedeutendes Plus im Eisengehalt auf. 


In zwei weiteren Versuchen (Wurf 3 und 4) wurde wiederum 
Gesamthamoglobin, daneben das Nichthimoglobineisen (Resteisen) in 
Leber und Milz bestimmt. 




















Wurf 3. 
Aktives Eisenoxyd zu Normalkost. Dauer 54% Wochen. 
~ Kérpergewicht ing || Gesamt+ | Resteisen in eee 
| HbsFe | Leber | Art des Versuchs 
Anfang Ende | mg und Milz . 
55 | 147 291 | 1,16 |) 
| wen) aed. oe 
| 
4 | i a = Aktives Eisenoxyd (12 mg Fe) 
? | b] 
| 
= ane | 2,92 || Kisenchlorid (12 mg Fe) 
? ’ 
Wur} 4. 
Dauer 61% Wochen. 
K6rpergewicht in g ‘ ‘Gesamt- Resteisen in 
Hb.+Fe Milz Art des Versuchs 
Anfang Ende mg und Leber 
38 146 «6|| «628 1,05 Normalkos‘ 
40 146 2,20 1,20 Aktives Eikenoxyd (12 mg Fe) 
Yn oo a | oe | Kisenchlorid (12 mg Fe) 


Auch bei diesen Tieren hat die Zugabe des aktiven Eisenoxyds 
keine Beeinflussung des Wachstums und der Blutbildung hervorgerufen. 
Eine gewisse Vermehrung des Resteisens der Leber und Milz ist anschei- 
nend vorhanden, sie ist noch deutlicher bei den Tieren, die Eisen- 
chlorid erhalten haben. Im Vergleich zu den zugefiihrten 12 mg Eisen 
ist das Plus an Reserveeisen jedoch héchst unbedeutend. 


3. Aktives Eisenoxyd zu eisenarmer Kost. 


Haben die bisherigen Versuche keine spezifische Wirkung reich- 
licher Zugaben des aktiven Eisenoxyds auf Wachstum und Blutbildung 
ergeben, so muBten die folgenden Versuche, die an Tieren im Zustande 
des Eisenhungers ausgefiihrt sind, Aufschlu8 iiber die Resorbierbar- 
keit und Assimilierbarkeit dieser Eisenverbindung geben. 
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Die neuerdings wieder éfter angewendete Methode, Tiere durch 
Blutentziehung in den Zustand des Eisenhungers zu versetzen und dann 
den Einflu8 von Eisenverbindungen auf die Blutregeneration zu stu- 
dieren, gibt Resultate, die in verschiedener Hinsicht nicht einwandfrei 
sind. Vor allem bleibt unbekannt, wieviel Reserveeisen den Tieren 
noch in Milz und Leber zur Verfiigung steht und bis zu welchem Grade 
die Regeneration des Blutes aus diesen Reserven bestritten wird. Sucht 
man andererseits durch wiederholte radikale Blutentziehungen diese 
Reserven auszuschalten, so ist es schwer, eine Schidigung des Tieres 
zu vermeiden. Es liegen dann keine physiologischen Verhaltnisse mehr 
vor. In den vorliegenden Versuchen wurde eine Methode angewendet, 
die ich bereits friiher beschrieben habe. Von den am Ende der Siuge- 
periode stehenden Tieren wurden einige auf Gesamteisen und Gesamt- 
hamoglobin untersucht. Fiir die Versuche wurden die Geschwistertiere 
verwendet, auf die man die erhaltenen Analysenwerte ohne merklichen 
Fehler iibertragen kann. Diese wurden nun mit eisenfreier Nahrung 
aufgezogen. Diese bestand aus eisenfreiem Reis, Eiereiwei8 und Zucker. 
Dem gekochten Reis wurde nach Geschmack eine Salzmischung aus 


Natriumphosphat. . . . 10,0 Caleiumchlorid. . . . . 10,0 
Magnesiumchlorid ... 2,5 Kaliumbicarbonat . . . 12,5 


zugesetzt!. Tiaglich erhielt jedes Tier 2 ccm Milch und 1 ccm Orangen- 
saft. Die hiermit zugefiihrte Eisenmenge betragt etwa 0,2 bis 0,4 mg 
wahrend der Versuchszeit. Zu dieser Grundnahrung erhielt ein Teil 
der Tiere aktives Eisenoxyd, efn anderer Eisenchlorid. 


In dem Versuch Wurf 2 hatten die Tiere einen Gesamteisengehalt 
von etwa 6 mg, der bei einer Anfangsmenge von etwa 1 mg einer Auf- 














Wurf 5. 
Aktives Eisenoxyd zu eisenarmer Kost. Versuchsdauer 5 Wochen. 
ae P wicht in Sey Ory @ samts 
wc seem ee Eicen Art des Versuchs 
Anfang } Ende mg mg 
oo ts | = 60 | Bei Versuchsbeginn analysiert 
= =. 0:38 | S30 Kisenarm ernahrt 
. i | Ons a Aktives Eisenoxyd (5 mg Fe) 
| | 
30 — eee” 805 ilo: ; 
36 104 1.47 | 372 |f Eisenchlorid (5 mg Fe) 


1 Die Salze waren simtlich Préparate mit Garantieschein von Kahl- 
baum. Gewdhnliche Salze enthalten meist merkliche Eisenmengen. 
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nahme von 5mg Fe entspricht. In dieser GréSenordnung wurde in 
dem vorliegenden Versuch die Eisenzufuhr gehalten. Eine vollkommen 
ausnitzbare Eisenverbindung miiBte, in dieser Menge angeboten, eine 
optimale Wirkung entfalten. 


Die eisenarm ernahrten Tiere sind in der Versuchszeit zwar ge- 
wachsen, ihren Eisenbestand, verglichen mit dem der anfangs analy- 
sierten Geschwistertiere, haben sie jedoch nur unbedeutend verbessert. 
Die Nahrung entspricht demnach der Anforderung, daB sie nahezu 
eisenfrei ist. Die Tiere, die aktives Eisenoxyd erhalten haben, weisen 
kein staérkeres Wachstum und nur geringe Vermehrung des Gesamt- 
eisens und Gesamthimoglobins auf, wenn man sie mit den Kontroll- 
tieren vergleicht. Die Eisenschloridtiere sind dagegen besser gewachsen 
und haben merkliche Eisenmengen aufgenommen bzw. zum Aufbau 
von Blutfarbstoff verwendet. Eine vollstandige Ausnutzung der ver- 
fiitterten 5mg Eisen hat allerdings auch hier nicht stattgefunden, 
etwa die Halfte dieser Menge ist verwertet worden. Die Versuchszahlen 
geben ein klares Bild von der geringen Resorbierbarkeit des aktiven 
Eisenoxyds, die durch dessen geringe Léslichkeit zwanglos erklart wird. 


Ein gleichartiger Versuch, Wurf 6, erhirtet das Ergebnis. 








Wurf 6. 
Aktives Eisenoxyd zu eisenarmer Kost. Versuchsdauer 6 Wochen. 
Ké icht in g . | Gesamts | 
wens sec daa Hb.Elsen ay Art des Versuchs 
Anfang Ende mg mg 
4 nil oes | sen | Bei Versuchsbeginn analysiert 
P- one oo Kisenfrei ernihrt 
2 } ° : E 
= a +38 1 Aktives Eisenoxyd (6 mg Fe) 
31 115 1,74 4,84 we ee . 
32 142 1,87 4.70 j Eisenchlorid (6 mg Fe) 


Auch hier ist eine gewisse Wirkung des aktiven Eisenoxyds auf 
den Eisenansatz und die Blutbildung nicht zu verkennen, auch das 
Wachstum ist im Vergleich zu den eisenfrei ernahrten Kontrolltieren 
etwas besser. Dieser Effekt bleibt aber weit hinter der Wirkung des 
Eisenchlorids zuriick. 


Geht man von der Annahme aus, daB ein bestimmter Prozentsatz 
des aktiven Eisenoxyds unter der Einwirkung der Magensalzsiure in 
Lésung geht, so muB eine abundante Menge dieser Substanz einen ahn- 
lichen Wert fiir die Blutbildung haben, wie die kleinen Eisenchlorid- 
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mengen, die hier verfiittert wurden. In dem Versuch mit Wurf 7 wurden 
36 mg Eisen als aktives Oxyd! verfiittert, wahrend ein Geschwistertier 
zum Vergleich 3 mg Fe als Chlorid erhielt. Dem Tier wurde dauernd 
ein FreBnapf mit einer Mischung des pulverisierten Oxyds mit Zucker 
hingestellt. 


Wurf 7. 


Aktives Eisenoxyd in groBer Dosis zu eisenfreier Kost. Versuchsdauer 
3 Wochen. 








—— ~~ ere | “Eien Art des Versuchs 

28 —_ 0,27 0,56 Sofort analysiert 

27 39 0,33 0,56 Eisenfrei ernahrt 

27 44 0,67 | 1,80 Aktives Kisenoxyd (36 mg Fe) 
27 53 0,90 1,78 Kisenchlorid (8 mg Fe) 


Hier ist die Eisenaufnahme und Hamoglobinassimilation aus 
aktivem Eisenoxyd sehr deutlich, auch im Wachstum ist das Tier dem 
eisenfrei ernihrten Kontrolltier voraus. Die Wirkung reicht jedoch 
nicht an die einer kleinen Eisenchloridgabe heran. Bei langerer Ver- 
suchsdauer und reichlicher Verfiitterung wird sich wahrscheinlich mit 
dem aktiven Eisenoxyd eine ahpliche Wirkung erzielen lassen, wie sie 
kleinen Mengen Eisenchlorid zukommt. 


Hier sei auf eine Fehlerquelle aufmerksam gemacht, der auch in 
neuerer eit veréfferitlichte Versuche ausgesetzt sind und die darauf 
beruht, daB zu groBe Eisenmengen verfiittert werden. Wiirde man in 
dem Versuch 7 auch Eisenchlorid in der Menge von 36 mg Fe gegeben 
haben, so waren zweifellos Verdauungsstérungen aufgetreten, die 
Zuriickbleiben im Wachstum usw. zur Folge gehabt hatten, waihrend 
die groBe Menge Eisenoxyd wegen ihrer Indifferenz gegeniiber den 
Verdauungssiften gut vertragen wird. Es hatte dann den Anschein 
gehabt, als ob das aktive Eisen biologisch wirksamer sei, als gew6hn- 
liche Eisensalze. Die Tatsachen kénnten so in ihr Gegenteil verdreht 
werden. Bindende Schliisse kénnen nur aus solchen Versuchen gezogen 
werden, bei denen die Eisenzufuhr im Rahmen der physiologischen 
Verhaltnisse, d. h. in der GréBenordnung des Eisenbedarfs liegt, wie 
es in Versuch 5 und 6 der Fall war. 


1 Die GréBe dieser Dosis wird erkennbar durch Umrechnung auf den 
70 kg schweren Menschen. Dieser miiBte taglich etwa 50 Tabletten Siderac 
verzehren. 
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Diskussion. 


Es bedarf keiner naheren Analyse der Versuchszahlen, um zu der 
Uberzeugung zu gelangen, da8 die dem aktiven Eisenoxyd nachgeriihm- 
ten Wirkungen in bezug auf Nahrungsausnutzung (Wachstum), Eisen- 
ansatz und Blutbildung sich in den beschriebenen Versuchen in keiner 
Weise offenbart haben. Die Bezeichnung der untersuchten Eisen- 
verbindung als biologisch aktiv muB als irrefiihrend und den Tatsachen 
widersprechend abgelehnt werden. 


Ein Urteil itiber die Wirkung der eisenhaltigen Mineralwiisser kann 
auf Grund dieser Versuche nicht abgegeben werden, denn deren Eisen ist 
im Gegensatz zum aktiven Eisenoxyd in geléstem Zustande vorhanden und 
liefert mit der Magensalzsiiture ohne weiteres Ferroionen, weist also Eigen- 
schaften auf, die fiir die Resorption hervorragend giinstig sind?. Die Be- 
kémmlichkeit der Eisenquellen wird ferner durch ihre zweckmaBige An- 
wendung gesteigert, die das Ergebnis der Erfahrung von Generationen ist 
und durch ihre stets konstante Zusammensetzung geférdert wird. Dem- 
gegeniiber bieten die zahllosen heute auftauchenden, morgen wieder ver- 
schwindenden Eisenpraparate, deren Wirkungsweise nie in groBem MaBstab 
studiert wird, in der Regel nur einen unvollkommenen Ersatz. Im Vergleich 
zu den giinstigen chemisch-physikalischen Vorbedingungen fiir die Re- 
sorption des Eisens der Mineralquellen und der genauen Kenntnis ihrer 
diatetischen Wirkungen diirfte ihre Benzidinaktivitat, die ein loses Band 
zu dem gleichfalls in diesem Sinne aktiven Eisenoxyd zu schlingen erlaubt, 
biologisch ohne jede Bedeutung sein. 


Sieht man von dem Versuchsziel ab, das auf die Wirkung des aktiven 
Eisenoxyds gerichtet war, so erbringen die Versuche | bis 4 als Neben- 
befund den Nachweis, daB die Darreichung von Eisenchlorid zu Normal- 
kost keinen Einflu& auf Wachstum und Blutbildung ausiibt, wihrend 
diese Wirkungen des Eisenchlorids bei eisenfreier Kost in den Versuchen 5 
bis 7 wiederum mit groBer Deutlichkeit erkennbar werden. Es werden 
hier mit anderer Versuchsanordnung die Ergebnisse von Whipple und 
Robscheit® und Musser* bestitigt, die an kiinstlich anamisierten, normal 
ernahrten Hunden keine Beschleunigung der Blutregeneration durch 
Eisensalze erzielen konnte, wahrend nach der von v. Noorden auf- 
gestellten Reiztheorie des anorganischen Eisens gerade bei Normalkost 
eine starke Wirkung der Eisensalze zu erwarten wire. Die Lehre vom 
biologisch aktiven Eisen kann als Fortsetzung und Spezialisierung der 
Noordenschen Reiztheorie angesehen werden. In den vorliegenden 
Versuchen finden diese Anschauungen, die dem Eisen spezifische Wir- 
kungen im Stoffwechsel zuschreiben, keine Stiitze. Nicht in proble- 


1 Vgl. Heubner, Therap. Monatsh. 26, 44, 1912; Zeitschr. f. klin. Med. 
100, 675, 1924. 

2 Whipple und Robscheit, Ber. f. d. ges. Physiol. 8, 436, 1921. 

3 Musser, Arch. int. med. 28, 1921. 
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matischen Reizwirkungen, sondern in seiner Rolle als Baustein aller 
funktionsfahigen Zellen und Gewebe ist die Bedeutung des Eisens fiir 
den tierischen Organismus zu suchen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Einwirkung von Magensalzsdure auf aktives Eisenoxyd 
bei 38° gehen in 8 Stunden 7,1 °%, des Eisens in Lésung. 

2. Eine spezifische Wirkung des aktiven Eisenoxyds auf Wachs- 
tum, Eisenansatz und Blutbildung bei wachsenden weiBen Ratten 
konnte bei sonst normaler Ernahrung nicht nachgewiesen werden. 

3. Beim Zusatz zu nahezu eisenfreier Kost férderte aktives Eisen- 
oxyd Wachstum, Eisenansatz und Blutbildung in viel geringerem 
MaBe als Eisenchlorid, Die geringe Wirkung erklart sich aus der ge- 
ringen Léslichkeit. 

4. Die Bezeichnung des aktiven Eisenoxyds als biologisch aktiv 
wird auf Grund dieser Versuchsergebnisse abgelehnt. 
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Uber die hamolytische Wirkung einiger Abbauprodukte 
des Lecithins, der Lecithide und Phosphatide. 


I. Mitteilung: 
Produkte der intermediiren Hydrolyse. 


Von 
Hugo Magistris. 
(Aus dem chem. Laboratorium der Rudolfstiftung, Wien III.) 


(Eingegangen am 26. April 1929.) 


Bei den Studien tiber die hamolytische Wirkung von tierischen 
Giften, insbesondere von Schlangengiften, haben bereits im Jahre 1912 
Flexner und Noguchi! die interessante Beobachtung gemacht, daB eine 
Auflésung der roten Blutkérperchen unter der Einwirkung des Giftes 
immer nur dann eintritt, wenn dieselben noch mehr oder weniger 
Serum enthalten. Wird dieses aber vollstandig mit physiologischer 
Kochsalzlésung ausgewaschen, so tritt z. B. durch Kobragift keine 
Hamolyse mehr ein. 

Durch die Untersuchungen von Preston Kyes und Sachs* 
konnte festgestellt werden, daB ein Zusatz von Lecithin eine akti- 
vierende Wirkung auf das Kobragift entfaltet. Es iibernimmt demnach 
das Lecithin dieselbe Funktion wie das Serum und setzt das Gift erst 
in den Stand, seine hamolytische Fahigkeit auszutiben. An und fiir 
sich erzeugt das Lecithin allein jedoch keine Hamolyse. 

Die Wirkung des Kobragiftes auf das Lecithin ist enzymatischer 
Natur. Unter dem Einflusse einer besonderen Lipase kommt es zu einem 
Teilabbau, unter besonderen Umstinden auch zu einer vollstandigen 
Zerstérung des Lecithinmolekiils. In derselben Weise wie das Vipern- 
gift wirkt auch das Crotalusgift, sowie das Gift einiger Hymenopteren, 
z. B. das Bienengift, wie auch das des gewoéhnlichen Skorpions. Der 


1 S. Flexner und H. Noguchi, Journ. of Pathol. and Bact. 8, 379, 1900. 
2 Pr. Kyes und Sachs, Berl. klin. Wochenschr. 1903, Nr. 2 bis 4; vgl. 
ferner C. Neuberg und E. Rosenberg 1907, Nr. 2. 
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unter dem EinfluB des Wespengiftes hervorgerufene Abbau ist jedoch 
immer ein vollstandiger. Auf die Wirkung dieses Giftes, das gleich- 
zeitig einer Lipase und Phosphatase entspricht, soll spater noch aus- 
fiihrlich eingegangen werden. 

An Versuchen zur Gewinnung und chemischen Identifizierung der 
Gifte hat es nicht gefehlt. So konnte Edwin Stanton Faust! aus 
dem Kobragift eine Substanz isolieren, die eine chemische Charakteri- 
sierung erméglichte und dabei alle toxischen Eigenschaften des Giftes 
besaB. Diese Substanz, die von Faust Ophiotoxin genannt wurde, hatte 
die empirische Forme] C,,H,,0,9. Ein in spaterer Zeit aus dem Crotalus 
adamanteus isoliertes Produkt, das Crotalustoxin genannt wurde, ent- 
sprach der empirischen Formel C,,H,.0,)-+ 15H,O. Der toxische 
Bestandteil der Gifte ist kein Eiwei8kérper, sondern ein dem Saponin 
ahnliches Produkt: ein tierisches Sapotoxin. Nach den Anschauungen 
von Faust muB auch das Bienengift zu den tierischen Sapotoxinen 
gerechnet werden. Spiter versuchte Pestana? nach den Angaben von 
Faust ebenfalls die Isolierung des Ophiotoxins und des Crotalustoxins, 
konnte jedoch zu keiner Bestatigung der Faustschen Befunde kommen. 

Die chemischen Veranderungen, die das Lecithinmolekii] unter 
der Einwirkung des Schlangengiftes erleidet, wurden in eingehender 
Weise von Delezenne und einigen Mitarbeitern untersucht. Die mit 
Eierlecithin angestellten Versuche von Delezenne und Ledebt® haben 
dargetan, daB es bei der Einwirkung des Enzyms zu einer ,,Entfettung*’ 
des Lecithins kommt, indem eine Abspaltung einer ungesittigten 
Saure stattfindet. Diese neue Substanz, welche Lysocithin benannt 
wurde, unterscheidet sich vom Lecithin sowohl durch ihre Lésiichkeits- 
verhaltnisse, sie ist im Gegensatz zu ersterem in Wasser vollkommen 
léslich, als auch durch ihre auBerordentliche Giftigkeit, die sie Erythro- 
cyten und Leucocyten gegeniiber entfaltet. Eine Einspritzung von 
Lysocithin in die Gehirnmasse erzeugt dort schwere Liasionen und 
fiihrt mit den fiir Schlangengift charakteristischen Merkmalen zum 
Tode (Belfanti). 

FaBt man das Lecithin als Glycerinphosphorsaure auf, welche an 
ihren alkoholischen Hydroxylgruppen durch Palmitin- (bzw. Stearin-) 
und Olsiure esterifiziert ist, und welche am Phosphorséurerest in 


1 E. St. Faust, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 56, 236, 1907; 64, 
244, 1911; derselbe, Tierische Gifte in A. Heffter, Handb. f. exper. Pharm., 
Berlin, Springer, 1924; s. auch F. I. Flury, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm. 
85, 319, 1920; Die Naturwissenschaften 19, 341, 1923. 

2 E. St. Faust, La défense contre l’ophidisme 1914, 8. 180; zit. nach 
A. Contardi und P. Latzer, diese Zeitschr. 197, 222, 1928. 

3 Delezenne und Ledebt, C. r. Acad. Sciences 152, 790, 1910; 1538, 81, 
1911; 155, 1101, 1912. 
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esterartiger Bindung Cholin enthalt, so wird der durch die Lipase 
hervorgerufene Abbauvorgang durch folgende Formel veranschaulicht: 


CH,0.OC.C,;H,, CH,0.0C.C,,;Hs, 
CHO. OC. C,,H33 CHO.OH 
CH,O .-PO.OCH,CH,N(CH3); CHO .PO.OCH,CH,N (CHs,), 
o. Bre eit 
Lecithin + Lecithinase = Lysocithin 


Dabei ist die Verteilung der Fettsduren willkirlich angenommen. 
Die Bindung der Phosphorsaure an ein endstindiges Kohlenstoffatom 
des Glycerins erscheint durch die optische Aktivitat des natiirlichen 
Lecithins gerechtfertigt. Die gerade in den letzten Jahren sehr aus- 
gebaute Phosphatidforschung hat aber gezeigt, da8 die mit den gewéhn- 
lichen Extraktionsmitteln gewonnenen Lecithide Gemenge darstellen, 
unter denen mutmaBlich auch solche vorkommen, welche mehr als eine 
der genannten Sauren in ihrem Molekiil enthalten. An Stelle von Cholin 
kénnen auch andere Basenradikale, wie z. B. Colamin (Aminoithyl- 
alkohol), eingetreten sein, wie solches zuerst von Trier! eben am Eier- 
lecithin nachgewiesen wurde. Infolge dieser Erschwerung und der 
Verwendung von ganzen Eidottern, war es auch Delezenne undFourneau? 
nicht gelungen, festzustellen, ob die durch das Kobragift in Freiheit 
gesetzte Saure mit der primaren oder sekundaren alkoholischen Hydro- 
xylgruppe des Glycerins verestert sei, und ob das Enzym eine spezifisch 
gerichtete Wirkung auf eine der beiden Hydroxylgruppen entfalte, 
oder aber ob der Teilabbau des Lecithins dadurch bedingt sei, daB das 
Enzym die ungesattigte Saure bevorzuge. Jedenfalls betonten diese 
beiden Autoren, daB infolge der Enzymwirkung ,,nur die nicht gesdttigte 
Sdure vom Molekiil losgetrennt wird und dap unter gewéhnlichen Be- 
dingungen das Enzym keinerlei Einflup auf die gesdttigte Sdure ausiibt'’. 


Tatsache ist, daB aus Lecithinen verschiedener Herkunft, tierischer 
wie pflanzlicher, sowie aus den komplexen Phosphatiden — sogar 
aus den wasserléslichen Phosphatiden nach Hansteen Cranner, wie eben 
in diesen unseren Untersuchungen unter anderem auch gezeigt werden 
soll — nach der Enzymeinwirkung immer ein Produkt resultiert, daB 
sowohl in seinem chemischen als auch biologischen Eigenschaften 
weitgehend mit dem Lysocithin Delezennes iibereinstimmt. Allerdings 
haben spatere Forschungen erwiesen, da der hydrolytische Proze 
keinesfalls nach Loslésung der Saure mit doppelter Bindung zu einem 


1 G. Trier, Hoppe-Seylers Zeitschr. 86, H. 2, 8S. 141, 1913. 
2 Delezenne und Fourneau, Bull. Soc. de Chim., Serie 5, 15, 421, 1914. 
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endgiiltigen Stillstand kommt, wie es andererseits auch Lysocithine 
gibt, die nicht nur gesittigte Sauren in ihrem Molekiil enthalten. 


Das chemisch wohl definierbare Lysocithin, das ein kristallisiertes 
Lipoid darstellt, durch diese Kriterien der Reinheit seine biologischen 
Wirkungen aber nicht eingebiiBt hat, wie es leider bei der ,,Rein- 
darstellung** von Stoffen in der Biochemie so haufig der Fall ist, stellt 
ein typisches Hamolysin dar, dessen auflésende Wirkung den Blut- 
kérperchen gegeniiber eine ganz auBerordentliche ist. Selbst bei Ver- 
diinnungen von 1: 25000 und dariiber ist noch deutliche Hamolyse 
zu beobachten. Doch ist die Wirkung dieses Hamolysins nicht spezifisch, 
denn es kommen die Erythrocyten der verschiedensten Tierarten zur 
Auflésung. 

In den letzten Jahren haben sich vor allem italienische Forscher 
mit dem Lysocithin beschaftigt. 


So verdanken wir Belfanti! ausgedehnte Studien iiber die Wirkung 
des Wespengiftes auf das Lecithin. Dieser Forscher konnte die schon 
oben erwahnte Tatsache aufdecken, da8 die Wirkung dieses Giftes viel 
tiefgreifenderer Natur ist und daB eine vollkommene Aufspaltung des 
Lecithinmolekiils erfolgt. Belfanti ist ferner der Nachweis gelungen, 
da8B im Gifte dieser Tiere wenigstens zwei Enzyme enthalten sind. 
Eines davon ist hitzebestandig und entfaltet die Wirkung einer Lipase, 
das andere ist eine Phosphatase und sehr thermolabil. Diese Enzyme 
sind nicht je einzeln in den beiden Driisensystemen nach Carlet? vor- 
zufinden, sondern sie sind vereint in dem Sekret der beiden Systeme 
anwesend. 

Bei mit Kobra- oder Bienengift gespaltenen Lecithinen kann durch 
das Wespengift eine weitere Verinderung und véllige Abspaltung der 
einzelnen Gruppen erzielt werden. Ferner ist das Wespengift imstande, 
schon bei Temperaturen unter 50°C die Salze der Glycerinphosphorsaure 
zu verseifen, eine Eigenschaft, durch die es sich vom Bienen-, Schlangen 
und Skorpiongift unterscheidet. 

Belfanti hat auch die Lysocithindarstellung fiir den biologischen 
Nachweis des Lecithins in den Geweben und Koérpersaften ausgebaut. 
,,Es geniigt zu diesem Zwecke der Zusatz eines einfachen Bienenstachels 
mit seiner kleinen Giftdriise zu der in Frage stehenden Lésung oder 
Emulsion: bei Gegenwart von Lecithin wird dieses sogleich in Lysocithin 

1 §. Belfanti, diese Zeitschr. 154, 148, 1924; Zeitschr. f. Immunitats- 
forschung 44, H. 4/5, 1924; 56, H. 5/6, 1928; Boll. Inst. Sierot. Milanese 
1924, H. 5; 1925, H. 2; 1928, H. 2; vgl. auch Belfanti, Le Batteriolisine, 
Milano 1927; S. Belfanti und A. Contardi, I veleni degli animali nella 


Biologia, Milano 1927. 
2 Carlet, C. r. Acad. Sciences 98, 1550. 
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entfettet, und es entfaltet sich darauf eine hamolytische Wirkung, die 
vorher nicht existierte‘‘. 


Auch aus dem Pankreas und aus den Speicheldriisen vom Rinde wie 
vom Pferd gelang Belfanti die Darstellung des Lysocithins, ebenso aus der 
Hirnsubstanz von Meerschweinchen, Kaninchen und Hunden. Er kommt 
zu dem SchluB, da’ die eigentlich toxische Substanz nicht in dem Schlangen- 
gift selbst zu suchen sei, sondern in dem der enzymatischen Wirkung zufolge 
toxisch gewordenen Lecithin der Gewebe. Diesem toxischen Lysocithin 
vom Typus ,,A“‘ entspricht in bezug auf die Giftwirkung eine andere Gruppe 
toxischer Substanzen, welche aus der in vielen Geweben (Pankreas, Speichel- 
driise) des lebenden Organismus vorkommenden Substanz ,, Y “* herstammen: 
Lysocithine vom Typus ,,B‘“. Diese Lysocithine scheinen im Kérper pra- 
formiert zu sein; sie sind jedoch als toxische Substanzen untiatig, weil ihre 
Wirkung von antagonistischen Produkten gehemmt wird. Vielleicht kénnen 
auch aus Bakterien stammende Fermente die praformierten Lysocithine 
aktivieren. ‘ 


Eingehende chemische Untersuchungen haben Contardi und 
Latzer! angestellt, indem sie aus Eiern, aus Pankreas und aus Gehirn 
Lecithin, bzw. Lecithin-Cadmiumchlorid-Doppelsalz darstellten und 
die Wirkung der Crotalus-, Bienen- und Skorpiongifte auf diese Ver- 
bindungen studierten. 


Halt man sich aber die auBerordentliche Labilitaét der Lipoide vor Augen, 
welche schon in Aalteren Arbeiten von Erlandsen® und Trier* besonders 
hervorgehoben wurde, und die leichte Veranderbarkeit durch wenig schonende 
Eingriffe, zu welchen unbedingt auch die Ausfallung mit Schwermetall- 
salzen gehért, wie ja auch die oben genannten Forscher selbst die Be- 
obachtung machten, ,,daB Cadmium-Lecithin-Doppelsalze, wenn einige 
Zeit im Vakuum aufbewahrt, sich veriindern und einen kleinen Teil der 
Fettséuren in Freiheit setzen‘‘, so wird man den an Metallsalzverbindungen 
der Lipoide gemachten Erfahrungen iiber die Angriffsstellen des Enzyms 
wohl kaum eine endgiiltige Entscheidung zusprechen diirfen. 


Einen EinfluB des Kobragiftes auf die Spaltung von Thymin- und 
Nucleinsaure konnten Contardi und Latzer nicht nachweisen, obwohl 
ein solcher von Delezenne und Morel* behauptet wurde. 


Eine gleiche vollstandig abbauende Wirkung wie dem Wespengift 
kommt «nach Contardi und Latzer auch einem wohlbekannten Stoff 
der organischen Chemie zu, namlich der Oktohydroanthracensulfo- 
siure, die im rohen Zustand unter dem Namen ,,Idrapid‘* im Handel 
ist. Doch ist es bei Verwendung dieses eher méglich, den Abspaltungs- 
prozeB in seinen einzelnen Phasen zu verfolgen. 


1 A. Contardi und P. Latzer, diese Zeitschr. 197, H. 1/3, S. 222, 1928. 
2 Erlandsen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 71, 1907. 

3G. Trier, ebendaselbst 86, 153, 1913. 

4 Delezenne und Morel, C. r. Ac. des Sc. 48, 244, 1919. 
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Bemerkenswerterweise erleidet ein nach Griin und Limpéicher' 
hergestelltes synthetisches Distearyl-Lecithin unter dem EinfluB der 
Gifte keinerlei Verinderungen (Contardi). 


Wie bereits mehrmals erwahnt, ist das Lysocithin ausgesprochen 
toxisch sowohl] in vitro fiir rote Blutkérperchen, als auch bei subduraler 
Einspritzung in das Gehirn. Bei intravenéser Injektion kommt es 
durch Bindung an EiweiSkérper zu einer weitgehenden Entgiftung. 
wobei aber keine Bildung spezifischer Antikérper stattfindet. Fiir dic 
Immunitatsforschung sind die von Belfanti (l.c.) studierten ent- 
giftenden Wirkungen, welche Eiwei8kérper und Fettsiuren dem Lyso- 
cithin gegeniiber entfalten, von gré8tem praktischen Interesse. 


Abnlich verhilt sich das Cholesterin, das in bezug auf die das 
Kobragift aktivierende Fahigkeit des Lecithins als dessen Antagonist 
erscheint, indem es die durch das Lecithin aktivierte Hiimolyse der 
serumfreien Blutkérperchen hemmt. 


Es hat tiberhaupt den Anschein, und in unseren Untersuchungen 
soll noch naher darauf eingegangen werden, daB erst das durch das 
Herstellungsverfahren — oder aus einem anderen Grunde, der ebenso 
gut fermentativer Natur sein kann — aus dem iibergeordneten Phos- 
phatidkomplex losgeléste Lecithin zur Lysocithinbildung befahigt 
wird. Jede, sei es chemiscke oder physikalische Bindung an andere 
Zellstoffe, wie EiweiBkérper, Kohlehydrate oder Sterine scheint durch 
die damit bedingte MolekiilvergréBerung oder eine uns unbekannte 
, Verankerung*, bei der méglicherweise gerade die ungesittigten Fett- 
sduren mit ihrer doppelten Bindung beteiligt sein kénnen, wenigstens 
teilweise dem Gift seine Angriffsméglichkeit auf das Lecithinmolekiil 


zu nehmen. 


Unsere Anschauungen iiber Lipoide haben sich ja seit den Unter- 
suchungen von Hansteen Cranner® iiber die wasserléslichen Pflanzen- 
phosphatide tiberhaupt gewandelt. Durch die Arbeiten von Magistris 
in Grafes Laboratorium’ sind wir dann mit der Chemie und Physiologie 
dieser fiir das Leben und die Stoffwechselvorgange in der Zelle so 
wichtigen Stoffe naher vertraut geworden. Es hat sich gezeigt, dal 
wir es bei dieser Kérperklasse mit Zellstoffen zu tun haben, deren 
Molekularkern einheitlicher Natur ist, der némlich dem Lecithingeriist 
entspricht, an dem aber fallweise akzessorisch die verschiedensten 


1 Griin und Limpdcher, Ber. d. deutsch. Chem. Ges. 59, 1350. 

2? Hansteen Cranner, Zur Biochemie u. Physiologie der Grenzschichten 
lebender Pflanzenzellen; Meldinger fra Norges Landbrukshgiskole 2, H. 1/2, 
1922. 

3’ V. Grafe und H. Magistris, diese Zeitschr. 162, 366, 1925; 176, 266, 
1926; 177, 16, 1926; Planta 2, H. 4/5, S. 429, 1926. 
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Molekulargruppen hingen kénnen. Es wiirde demnach das Lecithin 
nur mehr dem Phosphatid-,,kern‘‘ entsprechen, da schon die bisher 
iiblichen Darstellungsverfahren durch Hitzeextraktion mit organischen 
Lésungsmitteln im Sinne einer Denaturierung der nativen Zell- 
phosphatide verlaufen wiirden. 

Wir besitzen heute die Méglichkeit, ,.Lipoide“‘ in genuinem Zu- 
stande untersuchen zu kénnen, da alle Gewebe schon bei Lebens- 
temperatur beim Ubertragen in Wasser in erheblicher Menge voll- 
stindig wasserlésliche Phosphatide an dieses abgeben. Beim Schiitteln 
mit Ather sind diese véllig atherunléslich. Wird dieser aber abgedunstet, 
so bleibt ein wasserunléslicher Riickstand iibrig, der nunmehr die 
typischen Eigenschaften der Lipoide besitzt, namlich die restlose 
Léslichkeit in organischen Solventien. Bei Temperaturen iiber 30° 
treten tiberdies auch wasserunlésliche Phosphatide aus, die sich ebenfalls 
mit Ather nicht ausschiitteln lassen, nach ihrer Fillung mit Bleiacetat 
und Spaltung mit H,S aber in Alkohol leicht léslich werden. 

Die Bedeutung dieser an Pflanzen erhobenen Befunde wird dadurch 
erhéht, daB von Biedermann! auch am Muskel und von Magistris in 
bisher unveréffentlichten Untersuchungen an verschiedenen tierischen 
Organen (Leber, Milz, Hoden, Niere, Pankreas) der Austritt wasser- 
léslicher Phosphatide festgestellt werden konnte. 

Wie wir spater zeigen werden, verhalten sich diese genuinen, 
wasserlislichen Phosphatide — wir verwendeten fiir unsere Unter- 
suchungen nur solche pflanzlicher Herkunft —- der Einwirkung von 
Giften gegeniiber ganz anders als Lecithin. Zerstért man aber den 
Phosphatidkomplex z.B. durch Extraktion mit Alkohol, so erhalt 
man jetzt unter der Einwirkung des Enzyms ein dem normalen ahnliches, 
stark toxisches Lysocithin. 

Ebenso verindert auch jede unter dem Einflu$8 anderer Faktoren 
stattgehabte Spaltung des Lecithinmolekiils, selbst wenn sich eine 
solche nur an Gruppen vollzieht, die, wie der Basenanteil, nachgewiesener- 
mafen unter der Enzymeinwirkung keine Veranderung erleiden, die 
Giftigkeit des schlieBlich resultierenden Lysocithins. Eine solche 
Teilspaltung, namlich eine Abtrennung des Cholins bei Unverandert- 
heit des tibrigen Komplexes, wurde von uns mit Erfolg durch Bestrahlung 
des Lecithins mit Ultraviolettlicht erreicht. 

Zum SchluB sei noch einer Arbeit von Guerrini? Erwahnung getan, 


der zufolge das Lysocithin auch ein Kapillargift ist. Bei der histologischen 
Untersuthung der Nieren von Hunden, denen nach Freilegung der Nieren- 


1W. Biedermann, Pfliigers Arch. 202, 223, 1924. 
2 G. Guerrini, Atti d. soc. lambarda di scienze med. e bic]. 14, Nr. 4, 
245, 1925. 
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arterie eine 1% ige Lésung von Lysocithin durch das Gefi8 gespritzt worden 
war, fanden sich in der Niere, deren Arterie das Lysocithin passiert hatte, 
zahllose kapillare Blutungen. 


Experimenteller Teil: 


I. Darstellung des Lysolecithins (Lysocithins) und des Lysokephalins 
aus Eiern. 


Aus den schon friiher erwahnten Griinden wollten wir einer Ge- 
winnung des Lysolecithins auf dem Wege iiber die Schwermetall- 
salzverbindung, wie es Contardi und Latzer in Befolgung der von 
Ulpiani! gegebenen Vorschrift getan haben, lieber vermeiden. 

Andererseits nimmt aber die von Belfanti (l.c.) beschriebene 
Darstellungsweise des Lysocithins keine Méglichkeit auf eine Trennung 
desselben von dem ebenfalls unter dem Enzymeinflu8 aus den Eidottern 
sich bildendem Lysokephalin. Urspriinglich hatten wir nach dieser 
Methode, die sich auBerst einfach anlaBt und fiir den bloB himolytischen 
Nachweis der entstehenden Verbindung auch vollauf geniigt, gearbeitet. 
Nach der 24stiindigen Gifteinwirkung und der Entfernung der ab- 
gespaltenen Fettsduren wird das Produkt in Alkohol gelést und mit 
Ather ausgefallt. Da unsere Untersuchungen aber auch auf eine 
chemische Charakterisierung des Lysolecithins hinzielten und bei den 
nach diesem Verfahren gewonnenen Produkten keine einheitlichen 
Analysenresultate erhalten werden konnten, wendeten wir bei spateren 
Versuchen die nur wenig modifizierte Darstellungsmethode nach Levene? 
an, die eine Trennung der beiden Produkte erméglicht, und, obwoh! 
auch sie sich der Cadmiumsalze bedient, wurde doch von uns durch 
Verwendung tiefer Temperaturen und durch zeitweiligen Lichtausschlu8 
eine schon durch das Metallsalz bedingte Zersetzung aller Wahr- 
scheinlichkeit nach ausgeschlossen. 


Ein Gemisch von rohem Lysolecithin und Lysokephalin wird auf 
folgende Weise gewonnen: 


Man verdiinnt 20 Eidotter mit 600 ccm 1/15 molarer Phosphatlésung 
pu = 7,05, digeriert die Mischung 14 Stunden lang bei 40° mit 0,010¢ 
Kobragift (wir verwendeten mit demselben Erfolg .an dessen Stelle des 
éfteren einfach einen Bienenstachel mit der Giftdriise) und gieBt sie dann 
in ein gleiches Volumen 40 bis 50° warmen, 95°% igen Alkohol ein. Die aus- 
fallenden Proteine werden durch Filtration entfernt. Da die Protein- 
substanzen betrachtliche Mengen hydrolysierter Lipoide zuriickhalten, 
extrahiert man sie erschépfend mit 95% igem Alkohol und dampft die 





a Ulpians, Gazz. chim. italiana 31, 47. 

2 P. A. Levene, Ida P. Rolf und H. S. Simms, Jl. of biol. Chem. 58, 859, 
1924; s. auch die Zusammenstellung von Levene in C. Oppenheimer und 
L. Pincussen: Die Methodik der Fermente 2, 396, 1928. 
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vereinigten Ausziige unter vermindertem Druck auf ein kleines Volumen 
ein. Der Riickstand wird mit einer konzentrierten wisserigen Cadmium- 
chloridlésung behandelt und das durch Zusatz des mehrfachen Volumens 
Aceton gefillte Gemisch der Cadmiumsalze nach dem mehrstiindigen 
Stehen bei 0° filtriert. Der Niederschlag mu8 auf der Nutsche griindlichst 
mit Aceton gewaschen werden, um eine vollstandige Befreiung des anhaften- 
den Oles zu erreichen. Dann werden die Salze in warmem Chloroform 
suspendiert und mit alkoholischem Ammoniak zersetzt. Das sich dabei 
bildende Cadmiumhydroxyd wird abfiltriert, das Filtrat eingeengt und 
zum Riickstand so viel Ather zugesetzt, da8 das Gemisch von Lysolecithin 
und Lysokephalin ausfallt. 


Eine Trennung der beiden ist ebenfalls nach den Angaben von Levene 
leicht durchfiihrbar. 


Wenn man nach Abfiltrieren des anorganischen Salzes die Chloroform- 
lésung eindampft bis gerade ein Niederschlag erscheint, und dann bei 
Zimmertemperatur stehen ]4Bt, so scheidet sich eine kristalline Substanz 
ab, die etwa 75°, Lysokephalin enthalt. Wie wir bestatigen kénnen, 
gelingt dieser Versuch nur, wenn, worauf bereits oben hingewiesen wurde, 
das Cadmiumsalz in geniigender Weise von dem anhaftenden ©] befreit 
wurde. Selbst in den giinstigsten Fallen war die Ausbeute in unseren 
Versuchen eine sehr geringe. So erhielten wir aus 106 g rohem Cadmiumsalz 
nur 1,8g dieses Salzes. Versetzt man die Mutterlauge bis zum Auftreten 
einer schwachen Triitbung mit Ather und 148t dann bei 0° stehen, so fallt 
ein zweiter Niederschlag mit etwa 37°, Lysokephalin aus. 


Die Mutterlauge gibt bei weiterer Fallung mit Ather eine, Lysolecithin- 
fraktion, die etwa 10°, Lysokephalin enthalt. Aus dieser Fraktion abt 
sich ein reineres Produkt gewinnen, wenn man zu der warmen Chloroform- 
lésung eine zur vollstaéndigen Fallung des in Lésung vorhandenen Lyso- 
lecithins unzureichende Menge Cadmiumchloridsalz zusetzt. Durch eine 
Wiederholung der Falhing mit Cadmiumchlorid ist eine weitere Reinigung 
des Praiparates méglich. 


Die Ausbeute an rohem Lysokephalin, das aus dem ersten Gemisch 
von Lysolecithin und Lysokephalin auf Grund seiner Unléslichkeit in 
Chloroform abgetrennt wurde, kann durch Fraktionierung der Zwischen- 
fraktion gesteigert werden. Zu diesem Zweck werden die Mutterlaugen, 
aus denen das Lysolecithin als Cadmiumchloridsalz abgeschieden worden 
ist, vereinigt und unter vermindertem Druck eingedampft. Den Riickstand 
behandelt man mit wasseriger Cadmiumchloridlésung und vervollstandigt 
die Fallung durch Zusatz des mehrfachen Volumens Aceton. Man lést in 
Chloroform und zersetzt in der iiblichen Weise mit alkoholischem Ammoniak. 
Beim Einengen der Mutterlauge im Vakuum scheidet sich allmahlich ein 
an Lysokephalin reicher Niederschlag ab. Zwecks weiterer. Reinigung 
wird dieser aus Chloroform oder Pyridin umkristallisiert, bis die Substanz 
allen Stickstoff in Form von NH, enthalt'. 


Zum Zwecke der weiteren Reinigung wurde das Lysolecithin in 
heiBem Pyridin gelést, beim Erkalten schied es sich dann in feinen 


1 Da wir eine leichte Zersetzlichkeit der Cadmiumverbindung unter 
dem Einflu8 des Lichtes beobachtet hatten, suchten wir diesem Ubelstand 
durch Verwendung dunkler GefaiBe zu begegnen. 
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Nadeln aus, die sehr hygroskopisch sind. Es wurde im Vakuumexsikkator 
getrocknet und der Analyse zugefiihrt. 


Das kristalline Lysolecithin ist leicht léslich in Chloroform, Eis- 
essig, Pyridin, Methyl- und Athylalkohol, unléslich dagegen in Ather, 
Petrolather und Aceton. 


Der Schmelzpunkt des gereinigten Praparates, der durch die bei 
héherer Temperatur eintretende Gasentwicklung und die Braunfairbung 
sich nur unscharf bestimmen lieB, liegt bei 261,5 bis 262,5°. Ein Zu- 
sammensintern findet schon etwas unter 100° statt. 


Das Lysokephalin, das ein glanzendes, weiBes, nicht hygroskopisches 
Pulver darstellt, wurde aus heiBem Chloroform umkristallisiert und so 
in flachen, durchsichtigen Nadeln erhalten, wie sie auch Levene beschreibt. 
Es ist in Eisessig und Pyridin schwer léslich, in Ather und Aceton, 
ebenso in Petrolather unldslich. 


Schmelzpunkt nach dem Umbkristallisieren aus Pyridin 212,6°. 


Beide Praparate wurden nun auf ihr hamolytisches Vermégen hin 
untersucht. Es sei gleich an dieser Stelle erwahnt, daB eine vollkommene 
Reindarstellung des Lysokephalins, d.h. eine restlose Befreiung des 
zahe anhaftenden Lysolecithins nur schwer gelingt. Auf diesen Umstand 
mégen die groBen Schwankungen im hamolytischen Vermégen des 
von uns dargestellten Lysokephalins beruhen. Jedenfalls sinkt bei 
fortgesetzter Reinigung die Wirkung rapide ab, so daB ein den chemi- 
schen Kriterien nach anBerst reines Produkt — es war tatsichlich der 
gesamte Stickstoff in Form von Aminostickstoff vorhanden — iiberhaupt 
kein himolytisches Vermégen mehr zeigte. Ob dies nur auf einer Be- 
freiung vom Lysolecithin beruht, oder auf einer durch die Reinigung 
bedingten Stérung des Molekiilzusammenhanges, konnte nicht ermittelt 
werden. 

Lysolecithin (Lysocithin) aus Eidotter. 








Verdiinnung Hiamolytisches Vermégen * Bemerkungen 

1: 500 ++++ Sofort 

1: 1000 ++++ " 

1: 5000 t+ + 7+ Nach einigen Minuten 
1:10000 ++++ Nach 5 Stunden 
1: 15000 + + + — _ is 

1: 20000 ++-—— l Ebenso 

1: 25000 (+)——-— — x 


* Fir die Beurteilung der Starke des himolytischen Vermégens wurde von uns folgender 
Mafistab zur Anwendung gebracht : 
++++ = vollstindige Lésung, 
+++ = starke e 
++ = omittelstarke . 
+ = schwache . 
(+) = kaum gefarbt. 
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Die Wirksamkeit dieses Praparates stimmte vollkommen mit 
einem mir in liebenswiirdigster Weise von Herrn Prof. Dr. S. Belfanti, 
Mailand, zur Verfiigung gestellten Lysocithin, wofiir ich dem Genannten 
auch an dieser Stelle nochmals meinen besten Dank ausspreche, iiberein. 

Die von uns in einer groben Reihe festgestellte hiamolytische 
Grenzkonzentration des aus Eidotter dargestellten Lysolecithins erhéhte 
sich bei einer feineren Messung bis zu einer Verdiinnung von | : 26400. 

AuBerst gering war im Vergleich dazu das himolytische Vermégen 
des Lysokephalins. 

Lysokephalin aus Eidotter. 











Verdiinnung Hiamolytisches Vermégen Bemerkungen 
1: 100 ++++ Sofort 
1: 200 | ++++ " 
1: 400 ++—— Fast sofort 
1: 800 +—— — Ebenso 
1: 1600 (+)— —— Nach 12 Stunden 


Um ein Urteil tiber die Zusammensetzung des von uns gewonnenen 
Lysolecithins abgeben zu kénnen, wurde dieses Priparat der Analyse 
zugefiihrt?. 

Es wurden erhalten: 55,97°,, C, 10,60°%, H, 3.38%, N, 568% P, 
24,37 °,, O (aus der Differenz berechnet). 

Fir einen Palmitylglycerinphosphorsiurecholinester von der Zu- 
sammensetzung C,,H;,NPO, berechnen sich: 56,32°,,C, 9,85°, H 
2,74% N, 6,07 %, P, 25,02 % O. 

Der erreichte Reinheitsgrad des Lysolecithins war demnach ein 
zufriedenstellender. 

Spaltung des Lysolecithins mit 5°, iger H,SO,: 

Die Substanz wurde mit der zehnfachen Menge H,SO, 8 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Nach dem Erkalten wurde von den ausgeschie- 
denen Fettsaiuren abfiltriert und das Filtrat noch erschépfend mit 
Ather ausgeschiittelt. Die Atherausziige wurden mehrmals mit Wasser 
gewaschen, dann mit Na,SO, getrocknet und abgedunstet. Die ver- 
einigten Fettsiuren wurden in die Bleiseifen iibergefiihrt. Eine unge- 
sittigte Saure konnte nicht aufgefunden werden. Die vollkommen 
itherunlésliche Seife wurde daher in 50 °%,igem Alkohol suspendiert und 
unter Erhitzen K,CO, bis zur deutlich alkalischen Reaktion zugesetzt. 
Nach Abfiltrieren des Carbonats wurde verdiinnt und die Seife unter 
Anwendung von Methylorgange mit HCl zerlegt. Beim Einengen der 





1 Fiir die Ausfiithrung der Mikroanalysen bin ich Herrn Dr. P. Haas 
vom hiesigen Laboratorium zu gr6é8tem Danke verpflichtet. 
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Lésung und raschem Abkiihlen schied sich die Fettsaure in groBen Schup- 
pen aus, die abgesogen und mehrmals aus Alkohol umkristallisiert 
wurden. 

Schmelzpunkt 61,5 bis 62°C. Saurezah] 218,58. (Fiir reine Pal. 
mitinsaure ist der Schmelzpunkt 62,6° und die Saurezah] 218,9). 

Die nach dem Ausschiitteln der Fettsiuren zuriickbleibende schwe- 
felsaure Lésung wurde mit konzentrierter Phosphorwolframlésung 
versetzt, der ausgeschiedene Basenniederschlag mit Baryt zerlegt und 
die Lésung mit HCl eingedunstet. Die alkoholische Lésung der Basen- 
chloride wurde mit AuCl, gefallt und das erhaltene Au-Doppelsalz 
aus heiBem Wasser umkristallisiert. 

Es enthielt 44,19°, Au. (Fiir Cholinchloraurat berechnet sich 
44.50%, Au). 

Das Filtrat von der Fallung mit Phosphorwolframsaure wurde mit 
Baryt versetzt, nach dem Abfiltrieren mit CO, vom itiberschiissigen 
Ba befreit, mit Kohle entfarbt, zur Trockene gebracht und mit Alkohol 
digeriert, um noch vorhandene Base in Lésung zu bringen. Die getrock- 
nete Masse wurde dann in Wasser gelést, mit Alkohol gefallt und diese 
Operation wiederholt. Das bei 130° getrocknete Ba-Salz der Glycerin- 
phosphorsaure gab bei der Analyse: 44,86°%, Ba und 9,67% P. (Fiir 
C,;H,PO,Ba berechnet 44,68 °%, Ba und 10,09 °%, P.) 

Kohlehydrate und Aminoathylalkohol konnten nicht aufgefunden 
werden. Die Spaltungsprodukte waren demnach die fiir reines Lyso- 
lecithin erwarteten. 

Das Lysokephalin wurde nicht weiter untersucht. 


II. Lysolecithin und Lysokephalin aus tierischen Lecithiden'. 
Versuch 1. Kephalin®. 


Um die Unstimmigkeiten im hamolytischen Vermégen des aus 
Eidotter gewonnenen Lysokephalins naher zu erforschen, insbesondere 
ob die Wirkung nur auf eine Verunreinigung mit Lysolecithin zuriick- 
zufiihren sei, wurde der Versuch unternommen, aus Kephalin direkt 
durch den Abbau mit Kobragift die lytischen Produkte darzustellen. 

Die Herstellung eines reinen, von Lecithin ganz freien Kephalins 


ist sehr miihsam und hangt oft von Zufalligkeiten ab. Die Eigenschaft, 
auf die sich die Trennung des Kephalins vom Lecithin griindet, ist die von 


1 Wir gebrauchen den Ausdruck ,,Lecithide‘, da wir die bisher tibliche 
Bezeichnung ,,Phosphatide“ nur fiir die nativen Produkte reserviert sehen 
wollen. 

2 Das Kephalinpraparat war mir liebenswiirdigerweise von Herm 
Dr. L. Redtenbacher zur Verfiigung gestellt worden. 
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Thudichum' hervorgehobene Unléslichkeit des sogenannten Kephalins in 
Alkohol. 

Fiir die Gewinnung des Kephalins aus Gehirngewebe eignet sich nach 
unserer Erfahrung hervorragend die Methode von Levene*®, die auBerst 
reine Produkte, aber nur geringe Ausbeute liefert. Die von allem anhaftenden 
tremden Gewebe befreiten, zerkleinerten und getrockneten Organe werden 
ersché6pfend mit 95°, igem Alkohol extrahiert, bis die alkoholischen Ausziige 
vollkommen farblos sind, und dann der Riickstand mit Ather ausgezogen. 
Die atherischen Extrakte, die auBer Lecithin und Kephalin auch die so- 
genannte ,,weiBe Materie“ enthalten, werden auf ein kleines Volumen 
eingedampft und 15 Stunden bei 0° stehen gelassen, wobei letztere ausfaHt. 
Nach vollstandiger Entfernung dieser ,,weiBen Materie’’ werden die athe- 
rischen Lésungen mit Alkohol gefallt. Fiir die weitere Reinigung dieses 
rohen Kephalins, das immer noch etwas Lecithin enthalt, hat ebenfalls 
Levene® ein Verfahren angegeben. Das rohe Kephalin wird unter gelindem 
Erwarmen in drei Teilen Essigséure gelést und die Lésung in das 10fache 
Volumen Alkohol eingegossen. Der sich ausscheidende Niederschlag wird 
durch Filtration entfernt. Das klare Filtrat wird unter vermindertem Druck 
zu einem dicken Sirup eingedampft, der Sirup mit einem gleichen Teil 
Wasser emulgiert und die Emulsion vorsichtig mit Aceton versetzt. Der 
gebildete Niederschlag wird wieder in Ather gelést und nochmals mit 
Aceton gefallt. 

Die Analyse eines solchen Priaparates ergab: 





c H N Verhaltnis 


5 Og 9 N H2-Stickstoff : Gesamtst.ckstoff 
64,68 9,42 1,57 0,88 
Theoretisch 66,17 10,37 1,88 1 


Schmelzpunkt unter Zersetzung 174,3°. 

In Petrolather gelést [a]? = + 13,00°. Jodzah! 83,74. Theoretisch 85. 

Als Spaltungsprodukte wurden gefunden: 

Stearinséure, eine ungesattigte Fettsdiure (Kephalinsaéure ?), Glycerin- 
phosphorséure, Aminoathylalkohol. 


Die Hydrolyse zu Lysokephalin geschah in der iiblichen Weise 
mit Kobragift. Bei der bereits friiher beschriebenen Reinigung des 
rohen Lysokephalins konnte im Chloroformauszug eine geringe Menge 
von Lysolecithin erhalten werden. Dies zeigt deutlich, daB das als 
Ausgangsmaterial verwendete Kephalin durch geringe Spuren Lecithin 
verunreinigt gewesen sein mub. 

Das haimolytische Vermégen des Lysokephalins war auBerst gering 
und es wurde die ebenfalls schon friiher erwahnte Anschauung bekraftigt, 


1 J. L. W. Thudichum, A treatise on the chemical constitution of the 
brain. London, Bailliere, Tindall & Co., 1884. 

2 P. A. Levene und C. J. West, Journ. of biol. Chem. 24, 41, 1916; 
P. A. Levene und Ida P. Rolj, ebendaselbst 74, 713, 1927. 

3 P. A. Levene und T. Ingvaldsen, ebendaselbst 43, 359, 1920. 
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daB die auflésende Wirkung, die das Lysokephalin den Erythrocyten 
gegeniiber entfaltet, durch eine Verunreinigung mit Lysolecithin be- 
dingt sein diirfte. 

Unserer Erfahrung zufolge wirken nur solche Lipoidspaltungs- 
produkte hamolytisch, in deren Molekii] Cholin zugegen ist, niemals 
aber solche, die nur Aminoathylalkohol enthalten. 

Nach zweimaligem Unmbkristallisieren zeigte das Lysokephalin 
immer noch nicht den erwiinschten Reinheitsgrad. 

Schmelzpunkt: 210,5°. Theoretisch 212 bis 213°. 

Das Drehungsvermégen in Eisessig betrug: [a] = + 1,46°. 
Theoretisch : {a} = + 2,09. 











Lysokephalin aus Kephalin. 


Verdiinnung Hamolytisches Vermégen 


Bemerkungen 
1: 100 ++++ Sofort 
1: 600 +++— = 
1: 1000 ++-—— Bei 37°C 
1: 1260 +—-—— Nach 24 Stunden 
1: 1590 (+)—--—- Ebenso 
1: 2000 —_----— . 


Viel ausgepragter war das hamolytische Vermégen bei der bereits 
friiher erwahnten, durch die Chloroformextraktion vom Lysokephalin 
abgetrennten, geringen Menge von Lysolecithin. 


Lysolecithin aus Kephalin. 





Verdiinnung Hamolytisches Vermégen Bemerkungen 

1: 500 +++++ Bei Zimmertemperatur 
1: 1000 +++4+ Ebenso 

1: 6000 ++++ ” 

1: 10000 +++ + Bei 37°C 

1: 11500 +++-— Ebenso 

1: 13200 ++—— Nach 12 Stunden 

1: 15200 +-—---— Ebenso 

1: 17400 | (+)—-—— Nach 24 Stunden 

1: 20000 —---— Ebenso 


Im AnschluB an die hier aufgezeigte Tatsache, daB das cholinfreie 
(die Darstellung eines wirklich von Cholin vollig freien Praparates 
gelingt nur in den seltensten Fallen) Lysokephalin nur eine geringe 
hamolytische Wirkung zeigt, im Verhaltnis zu dem im Molekiilkomplex 
Cholin enthaltenden Lysolecithin, zwingt uns, schon an dieser Stelle 
einige Bemerkungen iiber eine von Belfanti beschriebene und von 
Contardi und Latzer ebenfalls hervorgehobene Beobachtung zu machen. 
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Die genannten Autoren weisen darauf hin, daB die Pankreas- 
phosphatide schon im Organ in Form sowohl von Lecithin, als auch von 
Lysolecithin vorkommen kénnen. Contardi erwahnt wértlich: ,,das . . . 
Cadmiumsalz (der im alkoholischen Extrakt vorhandenen Lecithide) 
wirkte zuweilen hamolytisch; wenn hydrolysiert wurde, lieferte das 
Produkt Fettsauren, Phosphorsaéure und Cholin: es handelte sich also 
um Lysocithin. Zuweilen hingegen besaB die Substanz kein hamo- 
lytisches Vermégen: man hatte demnach hier echtes Lecithin vor sich.“ 

Dieser Anschauung ist auf Grund unserer eigenen Erfahrungen 
folgendes entgegenzuhalten. Es ist kaum wahrscheinlich, daB im Organ 
das Lysocithin bereits vorkommen kann. Hingegen ist es leicht méglich, 
daB durch die Darstellungsweise das urspriingliche Phosphatid so 
verandert und gespalten werden kann, da ein hamolytisch wirkendes 
Produkt resultiert. Bei unseren Arbeiten tiber Phosphatide hatten wir 
des 6fteren Gelegenheit gehabt, zu beobachten, daB die Schwermetall- 
salzverbindungen sehr leicht zu Zersetzungen, besonders zu einer Ab- 
spaltung von Fettsduren, und in geringerem MaBe auch von Cholin, 
neigen. 

Eine ahnliche Zersetzung diirfte auch das Cadmiumsalz von Con- 
fardi erlitten haben, der iibrigens in derselben Arbeit, wenn auch an 
anderer Stelle selbst bemerkt, ,,da8 Cadmium- und Lecithin-Doppel- 
salze, wenn einige Zeit im Vakuum aufbewahrt, sich verandern und einen 
kleinen Teil der Fettsiuren in Freiheit setzen‘*. | 

Durch die Abspaltung einer Fettsaure gewinnt das Phosphatid 
natiirlich die Eigenschaften des Lysocithins und wirkt jetzt hamo- 
lytisch. Der restliche, ungespaltene Teil des Phosphatids wire dann 
nach Contardi das ,,echte“ Lecithin. 

Eine Abtrennung von Cholin wirkt gerade im entgegengesetzten 
Sinne, worauf wir spater noch ausfiihrlich zuriickkommen werden. 
So kann ein stark hamolytisches Lysocithin durch bloBe Cholinabspal- 
tung vollstandig entgiftet werden. 

Unserer Anschauung zufolge ist das hamolytische Vermégen aller 
Lipoidhydrolysenprodukte durch das Vorhandensein einer komplexen 
Cholinverbindung bedingt. 


Versuch 2. Sphingomyelin. 


Nach Thudichum ist Sphingomyelin der Hauptbestandteil der Gehirn- 
substanzen, welche beim Erschépfen der weifen Materie des Gehirns mit 
Ather zuriickbleiben. Die Darstellung desselben erfolgte nach den Angaben 
von Levene’. 

Trockenes Hirn wird erschépfend mit siedendem Alkohol extrahiert. 
Beim Abkiihlen der Ausziige scheidet sich ein Niederschlag ab. Dieser 


1 P, A. Levene, Journ. of biol. chem. 15, 153, 1913. 
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wird erschépfend mit Ather und Aceton extrahiert. Der in beiden Lésungs 
mitteln unlésliche Riickstand wird in heiBem technischen Pyridin gelést 
und abgekiihIt, wobei wieder ein Niederschlag entsteht, der in heiBem Eis- 
essig gelést wird. Beim Abkiihlen scheidet sich abermals ein Prazipitat ab 
Die Mutterlauge enthalt Sphingomyelin. Sie wird im Vakuum konzentriert 
und in Aceton eingetragen. Das sich ausscheidende Rohsphingomyelin 
lést man in einer Mischung von 5 Teilen Ligroin und 1 Teil Alkohol. Dann 
setzt man einen UberschuB von 95°, igem Alkohol zu, solange sich ein Niede: 
schlag bildet. Die Mutterlauge des Prazipitats enthalt gereinigtes Sphingo- 
myelin. Man konzentriert sie unter vermindertem Druck und tragt in 
Aceton ein. Die schlieBliche Reinigung wird durch Umkristallisieren der 
Substanz aus einer Mischung gleicher Teile reinen Pyridins und Chloroform 
vollzogen. Sphingomyelin ist mikrokristallinisch. 

Bei der Hydrolyse von kohlehydratfreiem, aber noch nicht reinem 
Sphingomyelin erhielt Levene Phosphorséure, Cerebronséiure (7?) und 
Lignocerinséure, an Basen Cholin, Sphingosin und eine Base von der Zu- 
sammensetzung C,;H,;NO*. 


Das von uns dargestellte Sphingomyelin kristallisierte aus heibem 
Alkohol in dichten Massen von Nadeln und sechsseitigen Tafeln. Ein Abbau 
wurde von uns nicht vorgenommen. 


Bei der Einwirkung von Bienengift auf Sphingomyelin war es von 
gréBtem Interesse festzustellen, ob das Enzym tiberhaupt einen Einflub 
austibe und wenn, welche Fettsaiure aus dem Molekiilverband losgelést 
wiirde. Nachdem wir tatsachlich die Umwandlung in ein lytisches 
Produkt festgestellt hatten, gingen wir an die systematische Unter- 
suchung der abgeesterten Saure. 


Das Sphingomyelin wurde in physiologischer Salzlésung emulgiert 
und mit dem Girt versetzt. Nach 24stiindigem Stehen im Thermostaten 
bei 37° C wurde die Mischung im Vakuum zur Trockene eingedunstet. 
Der Riickstand wurde mit einem unter 40° siedenden Petrolather 
extrahiert und die Ausziige zur Trockene eingedampft. Um eine Tren- 
nung von anderen, ebenfalls durch das Enzym abgespaitenen Fett- 
sauren (Cerebronsaure) und eventueilen Basen zu ermdéglichen, wurde 
das Produkt mit einer Mischung von 4 Teilen verdiinnter Salzsaure 
und 1 Teil Alkohol hydrolysiert und dann in Methylalkohol geldst. 
Die Lésung mu vorhandene Basen, sowie die freien Fettsiéuren (Cere- 
bronséure) und deren Ester (Lignocerinsiure) enthalten. Zur Ent- 
fernung der freien Sauren wurde zu der methylalkoholischen Lésung 
der Hydrolysenprodukte eine methylalkoholische Atzbarytlésung zu- 
gesetzt. Es entstand nur eine ganz minimale Triibung. Eine freie Fett- 


* In weiteren Untersuchungen machte aber Levene die Erfahrung 
daB die Cerebronsiure kein Bestandteil von véllig reinem Sphingomyelin 
ist. Die Lignocerinséure ist sichergestellt und neben ihr eine Saéure von 
niedrigerem Molekulargewicht, welche eine Hydroxysaéure zu sein scheint 
und etwa die Halfte der Gesamtséure ausmacht. 
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saure (Cerebronsaure) konnte also nicht in gréBerer Menge zugegen 
ein. Die Fettsaureester wurden mit Ather entfernt. Nach dem Ab- 
dunsten desselben und der Verseifung wurde die freie Saure iiber das 
Lithiumsalz gereinigt und schlieBlich durch Kochen mit Athylalkohol, 
zu welchem 5°, Schwefelsiure zugesetzt waren, wieder esterifiziert. 
Beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur schied sich der Ester in hellen 
Kristallen ab, die aus leicht angesiuertem Alkohol und aus Aceton 
je einmal umkristallisiert wurden. 


Schmelzpunkt: 55,5°C. Fir den Athylester der Lignocerinsiure 
theoretisch: 56° C. 


Die freie Saure gab bei der Analyse: 











; H oO 
Jo Jo 0 0 
77,72 | 13,60 | 8,68 | (Aus d. Differenz 
Far Lignocerinséure Cy,Hy,0, berechn. 78,19 | 13,13 | 8,68 berechnet) 


Eine Base konnte hier nicht gefunden werden. 


Es ist somit der Beweis erbracht worden, dab unter dem Einflu8 
des Enzyms aus dem Sphingomyelin in erster Linie Lignocerinsaéure 
abgespalten wird. Die Frage, ob nicht bei langerdauernder Giftein- 
wirkung auch eine andere, Saure aus dem Molekiilverband losgelést, 
wird, wurde von uns nicht weiter verfolgt. Jedenfalls scheint aber die 
von Delezenne (1. c.) ausgesprochene Ansicht, ,.daB infolge der Enzym- 
wirkung nur die nicht gesattigte Saure vom Molekiil losgetrennt wird 
und daB unter gew6hnlichen Bedingungen das Enzym keinerlei Einflub 
auf die gesattigte Saure ausiibt‘’, durch unsere Untersuchungen end- 
gultig widerlegt worden zu sein. 

Das Lysosphingomyelin stellte mikroskopische Nadeln dar. Eine 
Analyse, ja selbst die Schmelzpunktsbestimmung, konnte infolge der 
auBerst geringen Ausbeute nicht durchgefiihrt werden. 


Lysosphingomyelin aus Sphingomyelin. 





Verdiinnung Hamolytisches Vermégen Bemerkungen 
1: 100 +++ + Augenblicklich 
1: 1000 +++ + Fast sofort 
1 : 2000 +++ — Bei 37°C 
1: 4000 ++—— Nach 24 Std. im Eisschrank 
1 : 4600 +——— Ebenso 
1 : 53800 (+)— — — > 
1 : 6000 —_—— — m 
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Das hamolytische Vermégen war nicht besonders ausgepragt und 
ergibt sich aus vorstehender Tabelle. 


Versuch 3. Pankreaslecithin. 


Die Darstellung des Lecithins aus Pferdepankreas hatte sich folgender- 
maBen gestaltet. Das in einer Fleischmaschine zerkleinerte und mit kaltem 
Aceton entwasserte Organ wurde mit 98°%,igem Alkohol 6 Stunden lang 
am RiickfluGkiihler auf dem Wasserbade extrahiert. Nach dem Erkalten 
und Filtrieren wurde auf 0° gekithlt und zur klaren, gelben Lésung eine 
alkoholische Lésung von Cadmiumcehlorid zugesetzt. Nach 12stiindigem 
Stehen bei 0° wurde der kristallinische weiBbe Niederschlag abgesogen 
und mit Alkohol nachgewaschen. Zur Entfernung des mitausgefallten 
Kephalins ist es zweckmaBig, das Cadmiumsalz mehrmals aus Athylacetat 
umzukristallisieren, bis es frei von Amino-N ist. Dann wird in der achtfachen 
Menge 80% igen Alkohols gelést und Ammoncarbonat eingetragen, bis 
die Reaktion deutlich alkalisch und eine Probe des Filtrates cadmiumfrei 
ist. Es wird hei® filtriert, dann auf —10° abgekiihlt, nach einigen Stunden 
abgegossen und mit kaltem Alkohol dekantiert. Das Ausgeschiedene wird 
in wenig Chloroform gelést, mit Aceton gefallt, der weiBe Niederschlag 
sofort abgesogen und im Vakuum iiber H,SO, getrocknet. 


Die Priifung des hamolytischen Vermégens, des aus diesem Pankreas- 
lecithin mit Kobragift dargestellten Lysolecithins, ergab véllige Uber- 
einstimmung mit dem von Contardi und Latzer (1. c.) hergestellten 
und beschriebenen Praparat. 


Lysolecithin aus Pankreaslecithin. 





ve Verdiinnung Hamolytisches Vermégen Bemerkungen 
1 100 +++4+ Sofort 
1: 1000 +r + - 
1: 1400 ++ + . 
1: 1900 +++ Bei 37°C 
1: 2700 ++ 4- Nach 12 Stunden 
1: 3700 ++-— Ebenso 
1: 5200 +-—--— Nach 24 Stunden 
1: 7200 (+)-—— — Ebenso 
1: 10000 —--—--—--— Nach 36 Std. im Eisschrank 


Versuch 4. Gehirnlecithin. 


Die Darstellung des Lecithins aus Pferdegehirn war vollkommen 
analog der im vorhergehenden Versuch beschriebenen aus Pankreas, so 
daB sich eine neuerliche Beschreibung eriibrigt. 


Die Priifung des himolytischen Vermégens des aus dieser Substanz 
dargestellten Lysolecithins ergab folgende Resultate: 
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Lysolecithin aus Gehirnlecithin. 





Verdiinnung | Hamolytisches Vermégen Bemerkungen 
1: 100 +> + + Sofort 
1: 1000 + + ot 4+ fe 
1 : 2000 +++ + 
1: 4000 +++- Fast sofort 
1: 4600 ++-—— Nach 12 Stunden 
1 : 5300 +—-——— tan ‘ 
1: 6100 (+)— —-— — Ebenso 
1: 7000 —-—_——_— — ” 


Versuch 5. Hodenlecithin. 


Das aus Stierhoden gewonnene Lecithin hatte sich wihrend der Dar- 
stellung stark oxydiert und enthielt in geringer Menge Kohlehydrate. 

Das aus diesem Praparat mit Bienengift hergestellte Lysolecithin 
konnte nur schwer zur Kristallisation gebracht werden, zeigte aber, 
obwohl auch dieses Produkt noch positive Reaktion auf Kohlehydrate 
gab, ein befriedigendes hamolytisches Vermégen. 


Lysolecithin aus Hodenlecithin. 





Verdiinnung Hamolytisches Vermégen Bemerkungen 

1 100 +++4++ Sofort 

1: 1000 ++++ n 

1: 1300 ~ +++ + ” 

1: 1700 +++ + Nach ‘kurzer Zeit 
1: 2100 +++ + Ebenso 

1: 2800 ++4++ Nach 1 Stunde 
1: 3600 ++++ 5 Stunden 
1: 4600 +++-— o * 

1: 6090 ++-—— ~~ 

1: 7700 +——— Ebenso 

1: 10000 —-——- Nach 36 Stunden 


Alle von uns aus tierischen Lecithiden gewonnenen Lysolecithine, 
mit einziger Ausnahme des aus Kephalin dargestellten Praparates, 
standen in ihrer hamolytischen Wirksamkeit weit hinter dem aus Ei- 
dotter isolierten Lysolecithin. Es kann von uns nicht entschieden 
werden, ob es nur die in der tierischen Zelle wahrscheinliche Bindung 
der Lipoide an Eiwei8kérper und Kohlehydrate ist, die schon die Dar- 
stellung eines ,,reinen‘* Lecithins tiberaus erschwert, und ob die dies- 
beziiglichen Verhaltnisse im Ei giinstiger liegen, oder ob nur die vielleicht 
leichter zersetzlichen tierischen Lecithide durch die immerhin lang- 
dauernde und tiefeingreifende Darstellungsweise so weit denaturiert 
worden waren, daB die von uns beobachtete geringe Wirkung im hamo- 
lytischen Vermégen dadurch erklarbar erscheint. 
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Ahnlich kompliziert liegen die Verhiltnisse, wie wir sehen werden 
bei den aus Pflanzen dargestellten Hamolysinen. 


III. Lysolecithin aus Pflanzenphosphatiden. 


A. Wasserlésliches Phosphatid. 
Versuch 1. Gewdhnliche Ackererbse (Pisum arvense punctatum). 

Die Darstellung der Phosphatide in nativem Zustand, iiber die bereits 
in friiheren Untersuchungen von Magistris an Grafes Laboratorium (l.c.) 
eingehend berichtet wurde, kann hier nur kurz besprochen werden. 

Das Erbsenmaterial wurde nach vorhergehender griindlicher Reinigung 
mit Wasser, 2°/),iger Sublimatlésung und Alkohol, durch welche Behandlung 
aber die Lebens- und Keimfahigkeit des Materials keinen Schaden erlitten 
hatte, schlieBlich in groBen flachen Schalen verteilt, die vorher durch 
Abflammen sterilisiert worden waren, mit der dreifachen Menge destillierten 
Wassers versetzt und bei Zimmertemperatur und unter Lichtabschlul; 
durch 48 Stunden der Dialyse unterzogen. Die Dialysate wurden durch 
Filtration von einer leichten Triibung befreit. Die Lésung war dann absolut 
klar, geruchlos und hellgelb. Sie reagierte gegen Lackmus neutral, schéiumte 
stark und alle angestellten EiweiBreaktionen fielen negativ aus. 

Da die Dialysate nach unseren fritheren Untersuchungen auBer Phos- 
phatiden auch noch Kohlehydrate, Farbstoffe und anorganisehe Salze in 
freier Form enthalten, eine Reinigung iiber die Bleiverbindung, die iibrigens 
gar nicht spezifisch ist, nicht wiimschenswert erscheint, so wurde hier ein 
anderes Verfahren zur wenigstens teilweisen Entfernung der im Dialysat 
ebenfalls vorhandenen Stoffe zur Anwendung gebracht, das auf der Un- 
léslichkeit der wasserléslichen Phosphatide in Alkohol beruht. 

Zu den unter vermindertem Druck stark eingeengten Filtraten wird 
unter Riihrung das 5- bis 6fache Volumen eines Gemisches von gleichen 
Teilen Athyl- und Methylalkohol eingegossen. Der grobflockige Nieder- 
schlag setzt sich gu; ab. Das Filtrieren muB8 rasch vorgenommen werden, 
da der weifte K6érper stark hygroskopisch ist. 

Dann wird in wenig destilliertem Wasser gelést und wie oben mit einem 
Gemisch von Methylalkohol und Aceton gefallt. Der Niederschlag wird 
im Vakuum getrocknet und laBt sich zu einem rein weifen, glinzenden 
Pulver vermahlen. 

Um wenigstens einigermaBen itiber die chemische Zusammensetzung 
dieser Phosphatidfallung orientiert zu sein, wurde, bevor eine intermediire 
Hydrolyse mit Hilfe des Bienengiftes versucht worden war, ein vollstandiger 
Abbau mit 5°, iger Schwefelsiure durchgefihrt. 

Zu diesem Zwecke wurde die Substanz mit der zehnfachen Menge 
5°% iger Schwefelséure zuerst am Wasserbad und nach Aufhéren des Schau- 
mens 8 Stunden unter Riickflu8 erhitzt. Nach Erkalten wurden die Fett- 
séuren abfiltriert und die Lésung erschépfend mit Ather ausgeschiittelt. 
Die Trennung der gesattigten von den ungesattigten Fettséuren erfolgte 
auf Grund der verschiedenen Léslichkeit ihrer Bleisalze. Die Isolierung 
der Basen erfolgte iiber deren Fallung mit Phosphorwolframsaéure und der 
spateren Zersetzung und Fraktionierung dieses Niederschlages nach den 
allbekannten Methoden. Die Glycerinphosphorséure wurde als Bariumsalz, 
die Glucose einerseits als Diphenylhydrazon, andererseits durch Oxydation 
zu Zuckerséure und deren Analyse als Silbersalz bestimmt. AuSerdem 
wurde ein der Natur nach unbekanntes Kohlehydrat isoliert, das mit 
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Naphthoresorein eine der Orcinreaktion der Pentosen ahnliche Reaktion 
wibt. Die Farbstofffraktion wurde nicht untersucht. Zur Auffindung 
ventueller EiweiBspaltprodukte wurde in den einzelnen Fraktionen Formol- 
titration vorgenommen, doch mit durchaus negativem Erfolg. 

Als Spaltungsprodukte des Phosphatidpréparates wurden demnach 
erhalten : 

Fettsduren: 

Olsiure, identifiziert durch die Elaidinreaktion und die Jodzah! 
89,35 (theoretisch fiir Olséiure 90,07). 

Eine unbekannte, ungesaéttigte Saure mit der Jodzahl 125,6. 

Palmitinsaure, identifiziert durch Schmelzpunkt, Saéurezah] und 
Analyse des Ag-Salzes. 

Glycerinphosphorsdure, 

Cholin, bestimmt durch die Analyse des Chloraurats. 

Kohlehydrate: : 

Glucose und ein anderes, nicht bestimmbares Kohlehydrat. 
Pektinstoffe. 

Uberdies noch: Acetaldehyd, freies Glycerin, Oxalsiure, Bernstein- 
siure und Ammoniak. 

Von anorganischen Stoffen enthielt das Priparat: Spuren Na, ferner K, 
Ca, Mg und Eisen. 

Das aus diesem Phosphatidpraparat dargestellte Lysolecithin war 
eine amorphe, stark gelb gefarbte Masse, die in Wasser zwar leicht, 
in Pyridin und Eisessig aber fast unléslich war. 

Das hamolytische Vermégen dieser Substanz stand weit hinter 
allen, von uns jemals aus Lipoiden isolierten Hamolysinen zuriick. 


y 
Lysolecithin aus der wasserléslichen Fraktion des Erbsenphosphatids. 











Verdiinnung Hamolytisches Vermégen Bemerkungen 
1: 100 + +++ Fast sofort 
1: 200 ++++ Ebenso 
1: 400 +++ + Nach kurzem Stehen 
1: 800 +++ + Ebenso 
1: 920 +++— Nach 2 Stunden 
1: 1060 ++-—- - ae 
1: 1200 +—-—-— Ebenso 
1: 1400 (+)— — — Nach 24 Stunden 
1: 1600 ——-—- Ebenso 


Zum Nachweis derjenigen Stoffe, durch deren Verunreinigung das 
Lysolecithin eine derartig ausgepragte Wirkungsverminderung erleidet, 
wurde ein Abbau der lytischen Substanz mit 5°,iger Schwefelsiure 
durchgefihrt. 

Bei der Isolierung der Spaltungsprodukte, die in der bereits mehr- 
mals beschriebenen Weise gehandhabt wurde, konnten folgende Pro- 
dukte sichergestellt werden: 

Olsiure, Palmitinsiure, Glycerinphosphorsiure, Cholin und ein 
gréBerer anorganischer Riickstand, der nicht weiter untersucht wurde. 
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In einer gesonderten Probe wurde der Zucker nach Bertrand be- 
stimmt. 

Das Lysolecithin enthielt noch 4,32 °, reduzierende Substanz (als 
Glucose berechnet). 

Wie diese Analysen beweisen, enthielt dieses aus dem wasserlés- 
lichem Erbsenphosphatid dargestellte Lysolecithin sowohl noch eine 
ungesattigte Fettsdure als auch eine gréBere Menge von Kohlehydraten 
und tiberdies noch anorganische Bestandteile. 

Wir kénnen nur die Gegenwart dieser als ,,Verunreinigungen‘: zu 
wertenden Begleitstoffe fiir das tiberaus geringe hamolytische Vermégen 
des Praparates verantwortlich machen. 


B. Wasserunlésliches Phosphatid. 

Wie schon erwahnt, bildet sich bei der Dialyse von Pflanzenmateria! 
der verschiedensten Art eine wasserunldésliche Fraktion, die um so starke: 
und um so schneller auftritt, je héher die Dialysentemperatur ist, am besten 
zwischen 30 bis 35°. Hansteen Cranner (1. c.) hat der Meinung Ausdruck 
gegeben, daB diese in Wasser unlésliche, aber kolloid schwellbare Phosphatid - 
fraktion das halbfeste, hydrophile Dispersionsmittel des kolloiden Systems 
der Plasma- und Vakuolenhaut darstelle. Auch sollen die léslichen und die 
unléslichen Phosphatide ineinander iiberfiihrbar und dieser Vorgang ein 
reversibler sein. 

Demgegeniiber betonen Grafe und Magistris (1. c.), daB es sich bei den 
aus Pflanzenzellen bei Dialyse gegen Wasser austretenden Phosphatiden 
verschiedener Léslichkeit dem Wasser gegeniiber wahrscheinlich nicht um 
chemisch verschiedene Substanzen, sondern um irreversible Zustands- 
anderungen derselben oder einander sehr nahestehenden Phosphatid- 
komplexe handelt. ‘ 

Die chemische Zusammensetzung der unléslichen Fraktion ist noch 
nicht geniigend geklart, wenn auch das Vorhandensein von Fettsauren, 
einer Base und Kohlehydraten sichergestellt ist. Das stete Vorkommen 
von § 14Bt méglicherweise auf die Anwesenheit von Eiweif oder Eiweib- 
spaltprodukten schlieBen!. 


Das aus diesem Phosphatid dargestellte Lysolecithin zeigte im 
Vergleich mit einem normalen Praparat eine deutliche Hemmung 
seiner hamolytischen Wirksamkeit. Wird aber durch Extraktion mit 
Alkohol eine Trennung von diesen Hemmungsstoffen herbeigefiihrt, so 
zeigt das Lysocithin seine charakteristische Wirkung sogleich in er- 
héhtem MaBe. DaB es sich dabei tatsachlich um eine durch die Alkoho- 
lyse bedingte Spaltung handelt, zeigt der von uns verfolgte zeitliche 
Verlauf der Wirkungszunahme. 

Zur Aufarbeitung kam die wasserunlésliche Fraktion des Erbsen- 
phosphatids. Die Trennung von der léslichen Fraktion erfolgte durch 
Filtration durch einen Glasgooch. Nach dem griindlichen Waschen 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Es ist inzwischen mdglich gewesen, 
die sogenannte unldésliche Fraktion mit Sicherheit als eine Eiwei8-Phosphatid- 
verbindung zu erkennen. 
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mit Wasser und kaltem Alkohol und dem Trocknen im Exsikkator, stellte 
das Praparat schlieBlich ein hellgraues, leichtes Pulver dar. 


Lysolecithin aus der wasserunléslichen Fraktion des Erbsenphosphatids. 





' Hamolytisches Vermagen 








Verdiinnung _ ns on 1, Sandiger 1/9 a 1t/, - 5 ctanteie 
> aannetenes | Extraktion des Lysolecithins mit Alkohol * 
1: 1000 | +44 +++ +++ +++ +++ 
1:200 +4+— +++ 444+ | +++ F¢H++ 
1: 3000 +-—-— eo + ++ >. + + > 
1: 4000 | (+)—— +—— ++— +++ +++ 
1: 5.000 _ (h—-— +—— | +++ | +44 
1: 6000 ot -~ (+)— — +++ |+++ 
1: 7000 | _ — (+)-—— +++°) +++ 
1: 8000 _ _ — ++— '/+++4+ 
1: 9000 | - — — +—— ++ 4 
1:10000 | _ —_ — +—— +4 
1: 11000 _ — _ (+)— — ++ + 
1:13000 | — ae vee os te 
1:14000 | — _ sae on ZS Sa 
1:15000. | _ —_— —— -- + — 
1: 16000 — — — — (+)— — 


* In jedem einzelnen Extrakt war das von den Hemmungsstoffen mehr oder weniger befreite 
Lysolecithin mit Ather ausgefallt und aus Pyridin umkristallisiert worden,, bevor es auf seine 
Wirksamkeit gepriift wurde. 


Die entgiftende Bindung verschiedener Stoffe, vor allem natiirlich 
der EiweiSkérper, dann aber wahrscheinlich auch der Kohlehydrate, 
mit dem Lysocithin muB in unseren spateren Untersuchungen noch des 
éfteren hervorgehoben werden. 


IV. Lysolecithin aus Pflanzenlecithiden. 


Versuch 1. Hafersamen (Avena sativa). 


Der von uns schon an anderer Stelle vorgeschlagenen Nomen- 
klatur zufolge, verwenden wir den Ausdruck ,,Lecithide“ fiir alle nicht- 
nativen Phosphatide und nur fiir die nativen, durch Wasserdialyse in 
der Kalte gewonnenen Produkte den Namen ,,Phosphatide*. 

Das fiir unsere Untersuchungen vorliegende Praparat! war nach 
den Angaben von Trier? dargestellt worden. 


Der grobgemahlene Hafer wurde zuerst mit Ather entfettet und dann 
mittels eines Gemisches von Methylalkohol und Benzol erschépfend extra- 


1 Auch dieses Praparat war von Herrn Dr. L. Redtenbacher hergestellt 
und mir in liebenswiirdigster Weise iiberlassen worden. 

2G. Trier, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Physiol. Chem. 86, H. 2, 
S. 153, 1913. 
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hiert. Der Atherauszug wurde verworien. Der Methylalkohol-Benzolextrak, 
der sehr viel Schleimstoffe enthielt, wurde in Scheidetrichtern mit einem 
groBen Uberschu8 an Petrolather wiederholt behandelt, bis sich diese: 
nicht mehr anfarbte. Die petrolaétherischen Ausziige wurden nach dem 
griindlichen Waschen mit Wasser, wobei die auftretenden Emulsionen 
durch Zusatz von etwas Kochsalz beseitigt werden konnten, auf ein kleines 
Volumen eingeengt, mit der sechs- bis achtfachen Menge Aceton versetzt 
und gut durchgearbeitet. Der Niederschlag wurde dann nochmals in Alkoho!- 
Ather gelést und mit Aceton ausgefallt. Das so erhaltene Praparat bildete 
eine braune, fettige und lecithinartige Masse, die im Vakuumexsikkato: 
getrocknet wurde. 
Die Analyse dieses Praiparates ergab: 
3,76°, P (Mittel aus zwei Bestimmungen), 
1,45°, N (Mittel aus drei Bestimmungen), 
0,19°, Amino-N (nach van Slyke), 
4,98°., Reduzierende Substanz (als Glucose berechnet ). 
Bei der Spaltung mit 5°, iger Schwefelséure waren isoliert worden: Fett- 
sfuren (nicht naher untersucht), Cholin, Colamin, Glycerinphosphorsaure 
und ein Kohlehydrat. 


Die Spaltung zu Lysolecithin geschah in der iiblichen Weise mit 
Bienengift. Der Reinheitsgrad des so erhaltenen Produktes war kein 
zufriedenstellender. Das Lysolecithin war schwach gelblich gefarbt 
und zeigte selbst nach mehrfachem Umkristallisieren nur vereinzelt die 
charakteristischen Nadeln. Der Hauptteil des Praiparates bestand aus 
amorphen Platten. Wir fiihren diesen Mange] an Reinheit auf die Gegen- 
wart des offenbar chemisch gebundenen Kohlehydrates zuriick. 

Auch das hamolytische Vermégen war geringer als das des reinen 
Lysolecithins, wie unsere diesbeziiglichen Versuche zeigen. 


Lysolecithin aus Hafersamenlecithid. 





Verdunnung Himolytisches Vermégen Bemerkungen 

1: 100 ++4+4 Sofort 

1: 1090 +++ + ” 

1: 6000 ++++ Nach einigen Minuten 
1: 10000 +++ 4+ Ebenso 

1: 12000 +++— Nach 12 Stunden 
1: 14000 ++-—-—— Ebenso 

1: 16000 +——— Nach 24 Stunden 
1:18 000 —-—-—-—-— Ebenso 


Wir miissen auch hier wieder betonen, da das hamolytische 
Vermégen des Lysocithins abhangig ist von der Darstellungsart des 
Ausgangsproduktes. Ist dieses bereits soweit denaturiert, daB es dem 
Lecithin ahnlich ist, so gelingt es leicht, hochwirksame Hydrolysen- 
produkte zu erhalten. Hangen aber an dem Lecithin,.kern‘* noch andere 
Gruppen, wie in diesem Falle Kohlehydrate, so besitzt die durch das 
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Bienengift entstehende Lysolecithinzuckerverbindung ein stark ver- 
andertes hamolytisches Vermégen. Nach unseren Erfahrungen kénnen 
iber auch aus demselben Ausgangsmaterial und unter denselben Be- 
dingungen gewonnene Lysocithine in ihren Wirkungen erheblich von- 
einander abweichen. 


Versuch 2. Méystaderbse, gelbgriine Sorte (Pisum arvense unicolor). 


Aus friiheren Arbeiten stand uns ein von Magistris dargestelltes 
Praparat zur Verfiigung. Dieses war in einem dunklen, luftleeren GefaB 
aufbewahrt worden, so daB eine in der Zwischenzeit eingetretene Zer- 
setzung kaum zu befiirchten war. 


Die Darstellungsweise hatte sich folgendermawen gestaltet. Das 
unzerkleinerte Erbsenmeh!] wurde mit 95°, igem Alkohol am Wasserbad bei 
60 bis 70°C! zweimal durch je 5 Stunden extrahiert. Eine vorhergehende 
Entfettung eriibrigte sich, da der Rohfettgehalt der Erbsen nur etwa 2°, 
betragt. Die gelben Extrakte wurden filtriert und eingedunstet. Der neben 
Lecithiden auch Glyceride und Kohlehydrate enthaltende Riickstand 
wurde abwechselnd mit Ather und Wasser behandelt, eine Arbeitsweise, 
die, durch die Schulzesche Schule ausgebildet®, auch von Wéinterstein® 
beschrieben wird. Nach dem Klaéren wurde die wasserige von der atherischen 
Schicht im Scheidetrichter abgezogen und erstere verworfen. Die Ather- 
lésung wurde wiederholt mit Wasser ausgeschiittelt, wobei die auftretenden 
Emulsionen leicht durch Zusatz von etwas NaCl und Alkohol beseitigt 
werden konnten. Nach Filtrieren und Trocknen der Atherlésung iiber 
geschmolzenem Na,SO, wurde abgedunstet und der gelbbraune Riickstand 
zur Entfernung des Fettes mit Aceton behandelt. Dann wurde in wenig 
Ather gelést und mit viel Aceton versetzt. Der grauweibe Niederschlag 
wurde im Kohlensaurestrom durch einen Glasgooch filtriert und stellte 
nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator tiber H,SO, eine braune, pla- 
stische, stark klebrige Masse dar, die leicht léslich in Ather, Alkohol und 
Chloroform, unléslich in Wasser, Aceton und Methylacetat war. 

Die Analyse dieses Priparates hatte ergeben: 

3,145°, P (Mittel aus zwei Bestimmungen), 
1,25°, N (ebenso), 
2,44°, Reduzierende Substanz (als Glucose berechnet). 

Eine mit wasseriger Barytlésung durchgefiihrte Hydrolyse hatte folgende 
Spaltungsprodukte ergeben: 

Fettsauren (Palmitinsaure, Olsaure), Cholin, Colamin, Glycerinphosphor- 
siure und ein Kohlehydrat. 


1 Da wir des éfteren bei unseren Untersuchungen eine durch Alkoholyse 
bedingte vollstandige Denaturierung des Phosphatidmolekiils beobachten 
konnten, haben wir die Temperatur bei dieser Lecithiddarstellung unter 
70°C gehalten, um eine durch das organische Lésungsmittel mdgliche 
Zersetzung wenigstens teilweise auszuschlieBben. 

2 E. Schulze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 54, 1907; 55, 338, 1908; 
60, 155, 1909. 

8’ E. Winterstein, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. I, 
Teil 6, S. 129. 
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Es bestand also eine weitgehende Ahnlichkeit mit dem Hafersamen.- 
lecithid, die sich bei dem aus diesem Praparat dargestellten Lysolecithin 
ebenfalls zeigte. Auch dieses Lysolecithin konnte nicht zur Kristalli- 
sation gebracht werden und bestand ebenfalls aus gelblichen amorphen 
Platten. Es konnte nicht ermittelt werden, ob die mangelnde Kristalli- 
sationsfahigkeit nur auf die ,,Verunreinigung’’ durch das Kohlehydrat 
(oder Colamin) zuriickgefiihrt werden kann, oder ob es sich um ein 
Charakteristikum der Pflanzenlysocithine iiberhaupt handelt. 

Das himolytische Vermégen erwies sich als noch geringer als bei 
dem vorhergehenden Praparat. 


Lysolecithin aus Erbsenlecithid. 











Bemerkungen 





Verdiinnung Hamolytisches Vermégen 

1 100 + + + + Sofort 

1 500 ++ + + é 

1: 1000 +++ + is 

1: 5000 +++— Bei 37°C 

1: 10000 ath ait ha eee Ebenso 

1: 12000 +-—— Nach 24 Stunden 
1: 14000 —_-——— a 


Versuch 3. Sojabohne (Glycine hispida). 


Die Darstellung dieses Lecithids war véllig analog der bereits friiher 
beschriebenen aus Hafersamen. Die groBe Menge freies Fett, besonders 
die in der Sojabohne vorkommende reiche Anwesenheit von ungesattigten 
Fettsduren, erschwerte die Gewinnung eines einheitlichen Praparates ganz 
auBerordentlich. So war auch unser Sojalecithid, trotz schonendster Dar- 
stellungsweise und weitgeliendstem Ausschlu8 von Sauerstoff schon wahrend 
der Aufarbeitung stark oxydiert und stellte schlieBlich eine schmierige 
dunkelbraune Masse dar. 

Von einer Ermittlung des P- und N-Gehaltes wurde unter diesen 
Umstanden abgesehen, da ein solcher Versuch die nicht einheitliche Zu- 
sammensetzung des Praparates erwiesen hatte. 

Bei der Spaltung mit 5°, iger Schwefelsiure konnten isoliert werden: 
Fettséuren: Palmitin-, Stearin- und Olsaure, ferner Linolsaéure und eine 
ebenfalls ungesattigte, durch die geringe Ausbeute nicht naher bestimmbare 
Hettsdure. 

Basen: Cholin, Colamin und wahrscheinlich auch Betain. 

Kohlehydrate: Glucose, ferner ein Kohlehydrat unbekannter Natur, 
das in der Glycerinphosphorsaurefraktion auftritt und wahrscheinlich 
eine Pentose ist. 


Das Praparat stellt somit offenbar ein Gemisch einer lecithin- 
und kephalinartigen Substanz dar, das iiberdies noch durch Kohle- 
hydrate verunreinigt ist. 

Diese unsere Auffassung von der Mischnatur des Sojabohnen- 
lecithids wurde bei der Aufarbeitung zu Lysolecithin noch verstarkt. Es 
ist uns namlich gelungen, zwei verschiedene Lysolecithine zu isolieren. 
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die sich sowoh] im Aussehen, als auch in ihrer Wirksamkeit stark von- 
einander unterscheiden und die von uns a- und f-Lysolecithin genannt 
wurden. 

Beim Umkristallisieren des rohen lytischen Produktes aus heiBem 
Hisessig, schied sich beim Erkalten das von uns mit a bezeichnete, 
in kleinen Nadeln kristallisierende Lysolecithin aus. Durch Lésen in einer 
Mischung von Alkohol und Pyridin und Ausfallen durch Ather, konnte 
dann aus der Mutterlauge das #-Lysolecithin in stumpfen Platten 
erhalten werden. 

Das a-Lysolecithin entspricht in seinem Aussehen und seinen 
Eigenschaften dem normalen Lysolecithin, wenn auch sein hamolytisches 
Vermégen etwas geringer ist. 

Das f-Lysolecithin dagegen, das dem Lysokephalin nahezustehen 
scheint, sich aber von diesem, wie durch die Jodzah] festgestellt wurde, 
durch die Gegenwart von ungesattigten Sauren im Molekiilkomplex 
unterscheidet, stellt ein besonderes, schon durch seine auBerst geringe 
hamolytische Wirkung auffallendes Lysolecithin dar. 


Lysolecithine aus Sojabohnenlecithid. 





Hiamolytisches Vermégen 





Verdiinnung — 
asLysolecithin jsLysolecithin 

1: 100 ++++ ++++ 

1: 1000 ++++ +++4 

1: 2000 ++++ +++- 

1: 3000 + b+ + a les, a antirae 

1: 4.000 ++44 dep ioe 

1: 5000 ++++ (+)—--— 

1: 10000 +++4+ ——---— 

1: 11.000 ++++4+ -- 

1: 12.000 ++++ — 

1:13.00 +++— — 

1: 14000 ++—— _ 

1: 15000 +-+-—---— —_ 

1 : 20.000 B8 sai Si — 


V. Bestrahltes Lecithin und Lysolecithin. 


Bei unseren eingehenden Untersuchungen iiber die Veranderungen, 
die Lecithin bei der Bestrahlung mit Ultraviolettlicht erleidet, konnte 
in erster Linie eine Abspaltung von Cholin beobachtet werden. Uber 
die weiteren Umwandlungen, die das Lecithinmolekiil unter dem Licht- 
einfluB erfahrt, soll an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet werden. 
Am auffalligsten und auch bei kurzer Lichteinwirkung am ehesten 
festzustellen, ist jedenfalls die Freisetzung der Base. 


Da wir bereits friiher die Ansicht ausgesprochen hatten, dab das 
hamolytische Vermégen aller Lecithin- und Phosphatidhydrolysen- 
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produkte eine Funktion der erst nach der Entfernung von Fettsauren 
zur Wirkung gelangenden, komplexen Cholinverbindung ist —- das Lyso 
lecithin ist ja ein Palmitylglycerinphosphorsaurecholinester —, und dati 
unserer Erfahrung zufolge nur solche Produkte hamolytisch wirken 
kénnen, in deren Molekiil Cholin zugegen ist, niemals aber solche 
die véllig frei davon sind, oder aber bei denen an dieser Stelle Amino- 
athylalkohol (Colamin) als Base eingetreten ist, so lag fiir uns die Frage 
nahe, welches Produkt aus einem cholinfreien oder doch zumindest 
teilweise vom Cholin befreiten Lecithin unter der Einwirkung von 
tierischen Giften entstehen wiirde, und ob die neue Substanz die Eigen 
schaften des Lysolecithins entfalten kénne. 

Die Versuchsanordnung gestaltete sich sehr einfach. Das uns zur 
Verfiigung stehende Mercksche Ovolecithin wurde auf einer Glasplatte 
in dinner Schicht ausgestrichen und mit der Hanauer Héhensonne in 
30cm Entfernung wahrend 3 bis 4 Stunden bestrahlt. Die Warme-. 
wirkung konnte unberiicksichtigt bleiben, da sie, wie in einem Parallel- 
versuch ermittelt worden war, allein zu keiner Abspaltung von Cholin 
fiihrt. Dann wurde die Masse in Aceton, der mit einigen Tropfen H(| 
versetzt war, emulgiert und rasch abgesogen. Ein flottes Arbeiten ist 
angezeigt, wenn auch durch die schwache Saurekonzentration in kurzer 
Zeit keine Hydrolyse zu befiirchten ist. 

Der Lecithinriickstand wurde in einem Alkohol-Ather-Gemisc! 
gelést, mit Aceton ausgefallt, filtriert und nach dem Trocknen im Va- 
kuum fiir unsere Untersuchungen verwendet. 

Das bereits oben erwahnte Filtrat wurde mit dem nach der Aceton- 
fallung erhaltenen vereinigt und beide abgedunstet. Sie muBten dic 
eventuell durch das Licht abgespaltenen Basen enthalten. Aus dem 
Verdampfungsriickstand kristallisierte nach langerem Stehen im Vakuum 
das salzsaure Cholin in mikroskopischen Nadeln. Zur weiteren Reinigung 
wurde die Lésung der salzsauren Salze mit Goldchlorid gefallt und das 
erhaltene Au-Doppelsalz aus heiBem Wasser umkristallisiert. 

Bei der Analyse ergab die Substanz 44,12 °,, Au. 

Fiir das Cholinchloraurat berechnet sich 44,50 °,, Au. 

Es war somit eine durch das Licht erfolgte Abspaltung von Cholin 
sichergestellt worden. 

Trier! erwahnt auch das Vorkommen von Aminoiathylalkohol in 
Eilecithin, doch konnte ein solcher in dem von uns verwendeten Pra- 
parat von Merck nicht nachgewiesen werden. Dieses Eilecithin enthielt 
1.93% N, 3,.45°, P und 15,08°, Cholin, wahrend sich fiir ,,ideelles 
Lecithin 1,8°, N und 15,53 °%, Cholin berechnen. 


1G. Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, H. 2, 8. 141, 1913. 
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Aus diesem bestrahlten Ovolecithin wurde nun auf dem schon 
triiher ausfiihrlich beschriebenen Weg mit Hilfe des Bienengiftenzyms 
das Lysolecithin dargestellt, wahrend gleichzeitig auch eine Probe von 
unbestrahltem Lecithin der Einwirkung des Giftes ausgesetzt wurde. 

Der Unterschied im hamolytischen Vermégen der beiden Sub- 
stanzen war auffallend. 


Fiir die von uns vertretene Ansicht, daB fiir die Entfaltung einer 
hamolytischen Wirkung die intakte Cholinverbindung ausschlaggebend 
sei, suchten wir einen weiteren Beweis dadurch zu erbringen, indem wir 
aus unbestrahltem Lecithin dargestelltes Lysolecithin der Einwirkung 
von Ultraviolettlicht aussetzten. Es muBte durch die zu erwartende 
Cholinabspaltung auch hier eine Wirkungsverminderung eintreten. 

Leider fiihrten die in dieser Richtung angestellten Versuche zu 
keinem eindeutigen Ergebnis. Wohl konnte in einzelnen Fallen ein 
Absinken des haimolytischen Vermégens beobachtet werden, doch war 
eine ebenso groBe Anzahl von Untersuchungen véllig ergebnislos. 


Wir fiihren dies auf folgende Umstinde zuriick: Erstens ist die 
Gewinnung eines ,,reinen‘‘ Lysolecithins auBerst schwer und gelingt, wie 
die Verfolgung der haimolytischen Wirkung zeigt, eigentlich nur in 
befriedigendem MaBe bei der Aufarbeitung von ganzen Eidottern. 
Jede Zwischendarstellung von Lecithin und erst spitere Uberfiihrung 
in das Hamolysin erniedrigt den Wirkungsgrad. Ob es dabei bereits 
zu einer Denaturierung des Lysocithins kommt, ist nicht sicher fest- 
gestellt. Wahrscheinlicher ist vielmehr, daf gerade die durch noch an- 
haftende Stoffe bedingte ,,Verunreinigung® fiir die Hemmung verant- 
wortlich zu machen ist. Es hat nun den Anschein, als ob die, wenn 
auch nur in ganz geringer Menge vorhandene Anwesenheit von Eiweib- 
kérpern und Kohlehydraten einen stabilisierenden EinfluB auf das 
Molekiil geltend machen wiirde, so daB bei deren Gegenwart unter der 
Lichteinwirkung keine Abspaltung von Cholin stattfinden kann. Fiir 
diese Anschauung spricht, daB es uns gerade bei reinem, aus Eidotter 
gewonnenem Lysolecithin gelungen ist, durch nachtragliche Bestrahlung 
eine Abschwachung des hamolytischen Vermégens zu erzielen. 


In zweiter Linie ware es denkbar, daB die Bindung des Cholins 
an den Molekiilverband im Lysolecithin iiberhaupt eine festere ist als 
im Lecithin. Fiir diese Ansicht ist folgende Beobachtung von uns be- 
merkenswert. Sowohl Delezenne, als auch alle spateren Forscher, haben 
nur die Tatsache aufgezeigt, daB unter der Einwirkung eines in den 
tierischen Giften enthaltenen Enzyms eine Abspaltung von Fettsiuren 
aus dem Lecithinmolekiil erfolgt und daB durch diese bloBe ,,Entfet- 
tung‘ das Lecithin die Eigenschaften eines Hamolysins erlangt. Da 
auch die Ricinuslipase eine verseifende Wirkung den Fettsauren gegen- 
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uber entfaltet, haben wir nach dieser Richtung hin Versuche angestell 
konnten aber bei der durch die genannte Lipase hervorgerufenen, 
teilweisen oder vollstandigen Entfernung der Fettsiuren aus dem 
Lecithinmolekii] niemals eine haimolytische Wirkung bemerken. 


Wir nehmen nun an, daB nicht die bloBe Fettsiurenabspaltung 
schon dem Lecithin die Eigenschaften eines Hiamolysins verleiht 
sondern daB durch die besondere Wirkung des in den Schlangen-, sowie 
Hymenopterengiften enthaltenen Enzyms, auBer der bereits bekannten 
..Entfettung‘*, noch eine bisher unbekannt gebliebene ,,Umlagerung’: 
eintreten diirfte. 

Moglicherweise kommt dem Lysolecithin dann nicht die bisher 
gebrauchJiche und von uns schon zitierte Forme] I zu, sondern die am 
Stickstoff stehende Hydroxylgruppe des Cholins ,,verankert“ sich 
nach erfolgter Abspaltung der Fettsiure mit der dadurch freiwerdenden 
Hydroxylgruppe des Glycerins. Die in dieser Schreibweise gebrachte 
Formel II gilt natiirlich nur fiir die nicht bewiesene Annahme, dai 
durch das Enzym gerade die mit der sekundaéren Hydroxylgruppe des 
Glycerins veresterte Saure in Freiheit gesetzt werde. Im Prinzip gleich- 
bleibend, ware selbstverstandlich auch die Bindung an die primire 
Glycerinhydroxylgruppe. 


CH,O0.00.C,;Ha, CHO. OC. C\sHg, 
CHO.OH ES A ae 
CH,O0.PO.OCH,CH,N(CH,), | CH,0.PO.OCH,CH,N(CH,), 
Oye OH 
Forme] I. ; Forme! II. 


Diese Forme] II wire auch imstande zu erklaren, warum bei be- 
strahltem Lysolecithin keine Cholinabspaltung stattfindet, wahrend 
beim Lecithin eine soleche beobachtet wurde. Die Lichtwirkung hatte 
demnach bloB die Méglichkeit, eine Spaltung des Phosphorsiure- 
cholinesters zu bewirken, ein Vorgang, der durch die stetige Anwesenheit 
von wenigstens Spuren von Mineralsalzen (Eisen) méglicherweise 
katalytisch erfolgen kénnte. Durch die ,,festere‘‘ Bindung des Cholins 
auch an das Glycerin ist diese Loslésung aber unméglich gemacht. 


An dieser Stelle sei auch eine Beobachtung vermerkt, die zu machen 
wir des éfteren Gelegenheit hatten. Bei der mit Kobragift durchgefiihrten 
Hydrolyse, in einigen Fallen auch bei Bienengift, wurde eine kleine Menge 
von freiem Cholin isoliert. Da dem Enzym, wie von uns festgestellt wurde, 
keine cholinabspaltende Wirkung zukommt, kann es sich nur um bereits 
bei der Darstellung der Lecithide durch die Alkoholyse in Freiheit gesetztes 
Cholin handeln, das erst bei der spaiteren Aufarbeitung entdeckt wurde. 
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Lysolecithin aus bestrahltem und unbestrahltem Ovolecithin (Merck). 





Hamolytisches Vermégen des Priparates aus 
Verdunnung —_——K———————_—__ — 
bestrahitem Lecithin unbestrahltem Lecithin 


100 
1000 
1 300 
1 700 
: 2100 
: 2800 
3 600 
: 4600 ols 
: 6000 (+)— — — 
: 7700 -- 

- 10000 ae 

: 13 000 a 

: 17 000 _ = 
: 22 000 IM 


+ - 
+ + 


| 
t 
eee 


t+++++ 


t++++++ 
+ 
! + t 
t+++++4+44 


+4+t+++4+44 


l++++++4 


+4++4++4+44 


Bestrahltes Lysolecithin aus unbestrahltem Ovolecithin (Merck). 





Hamolytisches Vermégen 





Verdiinnung des nach Bestrahlung von 
urspringlichen 9 ¢@_—££ ————_$__________— - 
Lysolecithins VW» Std. 1 Std. 5 Std. 
+. 100 ++ 4+ 4+ +++4++4 ft + + ft + + 
1: 800 ++ + + ST +S + +> r+ + 
1: 1600 ++++4+ . oe ee oe oe ee + wh ate 
1: 320 +4+++ 44+4+4+ +++— ++-— 
1: 6400 +++4 ae ee + a + ange 
1: 12800 ++4+4+ ++4— Be cm ‘Ste ein C3 oe 
1:14 700 +++— ++—— (+) — a on 
1:16 900 ++ — Ps ee sae) ee las Sate sto nian “allet da 
1:19 500 +—— — ao a ae oe ce te eek tome sein 7 
Zusammenfassung. 


Durch die Einwirkung von Kobra- oder Bienengift wurde sowohl 
bei Eierlecithin, als auch bei verschiedenen Lecithiden und Phospha- 
tiden pflanzlicher und tierischer Herkunft, eine intermediare Hydrolyse 
erzielt und die so erhaltenen Produkte auf ihr himolytisches Vermégen 
untersucht. 

1. Aus Eidotter wurde Lysolecithin (Lysocithin) und Lysokephalin 
dargestellt und eine Trennung der beiden durchgefiihrt. 

Ersteres kristallisiert aus heiBem Pyridin in feinen Nadeln, die 
sehr hygroskopisch sind. Es ist leicht léslich in Chloroform, Eisessig, 
Pyridin, Methyl- und Athylalkohol, unléslich in Ather, Petrolither 
und Aceton. In Wasser quillt es stark und geht schlieBlich in Lésung. 


Schmelzpunkt unscharf bei 261,5 bis 262,5° C. 
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Die bei der Analyse gefundenen Zahlen stimmen gut mit den 
theoretischen Werten iiberein. Demzufolge ist das Lysolecithin ein 
Palmitylglycerinphosphorsaurecholinester. 

Das hamolytische Vermégen war ausgeprigt bis zu einer Ver- 
diinnung von 1 : 26400. 

Das Lysokephalin wurde aus heiBem Chloroform in flachen, durch- 
sichtigen, nicht hygroskopischen Nadeln erhalten. Es ist in Eisessig 
und Pyridin schwer léslich, in Ather, Aceton und Petrolither unléslich. 

Schmelzpunkt: 212,6° C. 

Die Darstellung von reinem Lysokephalin gelingt nur schwer und 
es ist sehr wahrscheinlich, daB ein von Lysolecithin véllig befreites 
Praparat keine hamolytische Wirkung entfaltet. 

2. Es wurde der Versuch unternommen, aus verschiedenen tierischen 
Lecithiden lytische Produkte zu isolieren. Folgende Praiparate wurden 
gepriift : 

a) Ein aus Gehirn gewonnenes Kephalin wurde der Einwirkung 
von Kobragift ausgesetzt. Das so erhaltene Lysokephalin zeigte keinen 
besonderen Reinheitsgrad. Auch das hamolytische Vermégen erlosch 
bereits bei einer Verdiinnung von | : 2000. 


Eine geringe Menge von Lysolecithin konnte als Nebenprodukt 
erhalten werden. Dieses zeigte eine bedeutend ausgepragtere hamo- 
lytische Wirksamkeit, so daB die Vermutung ausgesprochen wurde, 
da nur solche Lipoidspaltungsprodukte himolytisch wirksam waren. 
in deren Molekiil Cholin zugegen ist, niemals aber solche, die nur Amino- 
aithylalkohol enthalten. Die Wirkung letzterer ist durch Unreinheit 
bedingt. \ 

b) Zur Untersuchung gelangte férner aus Gehirn dargestelltes 
Sphingomyelin, das der Einwirkung von Bienengift ausgesetzt wurde. 
Die resultierende, von uns Lysosphingomyelin genannte Substanz 
zeigte nur geringes hamolytisches Vermégen. 

Es konnte ferner festgestellt werden, daB unter dem EinfluB des 
Enzyms hauptsachlich eine Abspaltung von Lignocerinsiure aus dem 
Molekiilverband stattfindet, wahrend Cerebronsiure oder eine Base 
nicht in Freiheit gesetzt werden. 

c) Aus Pferdepankreas dargestelltes Lecithin wurde durch Kobra- 
gift zu Lysolecithin hydrolysiert. Hamolyse trat noch bei Verdiinnung 
von 1: 7200 ein. 

d) Ein aus Pferdegehirn dargestelltes Lecithin wurde zu Lyso- 
lecithin gespalten. Wirksam bis zu einer Verdiinnung von 1 : 6100. 

e) Ein mit Bienengift aus Hodenlecithin gewonnenes Lysolecithin 
konnte nur schwer zur Kristallisation gebracht werden. Das Praparat 
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war durch Kohlehydrate verunreinigt, trotzdem war sein himolytisches 
Vermoégen befriedigend. Grenzverdiinnung 1 : 7700. 

In ihrer hamolytischen Wirksamkeit standen alle von uns aus 
tierischen Lecithiden isolierten Produkte weit hinter dem aus Eidotter 
gewonnenen Lysolecithin zuriick. Wir erkliren dies durch die durch 
EiweiB und Kohlehydrate bedingte Verunreinigung. 

3. Es wurde der Versuch unternommen, aus den nach Hansteen 
Cranner dargestellten, durch bloBe Dialyse des Pflanzenmaterials 
gegen destilliertes Wasser gewonnenen, nativen Phosphatiden durch die 
Einwirkung von Bienengift Hamolysine zu erhalten. 

a) Wasserlésliche Phosphatidfraktion der gewéhnlichen Acker- 
erbse. Es wird die Darstellung und der mit 5°,,iger Schwefelsiure 
herbeigefiihrte Abbau dieses genuinen ,,Lipoids‘‘ beschrieben. Die auf- 
gefundenen Spaltprodukte zeigen, wie auch in anderen Veréffent- 
lichungen bereits mehrmals hervorgehoben wurde, da die wasserlés- 
lichen Phosphatide auBer dem Lecithin,,kern“ noch andere akzessorische 
Gruppen, wie Kohlehydrate, Farbstoffe und Pektine enthalten. Auch 
anorganische Bestandteile sind in dem mit einem Methylalkohol-Aceton- 
gemisch erzeugten Phosphatidniederschlag zugegen. Das aus diesem 
Praparat gewonnene Lysolecithin war stark verunreinigt. Dement- 
sprechend war auch das hamolytische Vermégen nur gering. 

b) Wasserunlésliche Phosphatidfraktion aus der gewdéhnlichen 
Ackererbse. Das aus diesem Phosphatid dargestellte Lysolecithin 
zeigte eine deutliche Hemmung seiner hamolytischen Wirksamkeit, 
was durch die Bindung an Eiwei®kérper erklart wird. Durch die Extrak- 
tion mit Alkohol iindet eine Abspaltung der Proteine und damit eine 
Zunahme der Wirkung statt. 

4. Aus verschiedenen pflanzlichen Lecithiden wurde ebenfalls 
Lysolecithin dargestellt. ; 

a) Ein aus Hafersamen durch Methylalkohol-Benzolextraktion 
gewonnenes und analysiertes Lecithid wurde in der tiblichen Weise 
mit Bienengift, zu einem lytischen Produkt hydrolysiert. Das hiamo- 
lytische Vermégen war jedoch geringer als bei einem reinen, aus Eidotter 
isolierten Lysolecithin. 

b) Es wird die Darstellung und Analyse eines aus Méystaderbsen 
erhaltenen Lecithids beschrieben. Das aus diesem Produkt dargestellte 
Lysolecithin besaB ein noch geringeres hamolytisches Vermégen als 
das vorhergehende Praparat. 

c) Bei der Darstellung des Hamolysins aus einem Sojabohnen- 
lecithid gelang es, zwei verschiedene, von uns mit a und f bezeichnete 
Lysolecithine zu erhalten, die sich sowohl] in ihrem Aussehen, als auch 
in ihrer Wirkung stark voneinander unterschieden. 
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Das a-Lysolecithin entspricht dem normalen Lysocithin, wenn 
auch sein hamolytisches Vermégen etwas geringer ist. 


Die mit B bezeichnete Substanz hingegen stellt, wenn sie auch dem 
Lysokephalin nahezustehen scheint, von dem sie sich aber durch den 
Gehalt an einer ungesattigten Fettsiure unterscheidet, ein besonderes, 
schon durch seine auBerst geringe hamolytische Wirkung auffallendes 
Lysolecithin dar. 


5. Da bei der Bestrahlung von Lecithin mit Ultraviolettlicht eine 
Abspaltung von Cholin beobachtet worden war, wurde der Versuch 
unternommen, aus einem solchen, zum Teil von Cholin befreiten Pri- 
parat Lysolecithin darzustellen. Bei den mit Merckschem Ovolecithin 
angestellten Versuchen zeigte ein aus bestrahlter Ausgangssubstanz 
erhaJtenes Lysolecithin eine auffallende Abschwichung des himo- 
lytischen Vermégens, wahrend ein aus unbestrahltem Lecithin gewon- 
nenes Kontrollpraparat seine volle Wirksamkeit entfaltete. 


Es gelang uns ferner zu zeigen, daB auch eine nachtrigliche Be- 
strahlung von bereits isoliertem Lysolecithin eine Abschwachung des 
hamolytischen Vermégens bewirkt, wenn auch nicht alle in dieser 
Richtung gefiihrten Versuche ein positives Ergebnis zeitigten. 


Bei der Auswertung der von uns gefundenen Resultate sind wir 
zu der Anschauung gelangt, daB erstens die Entfaltung einer haimo- 
lytischen Wirkung irgend eines intermediaéren Lipoidhydrolysenpro- 
duktes abhangig ist von dem Vorhandensein einer intakten komplexen 
Cholinverbindung, und daB zweitens die Wirkung des in den tierischen 
Giften enthaltenen Enzyms, unter dessen EinfluB ja die Hydrolyse 
des Lecithins zu Lysolecithin erfolgt, nicht wie bisher angenommen 
worden war, in einer bloBen Abspaltung von Fettsduren aus dem 
Lecithinmolekiil beruhen kénne, sondern, daB es iiberdies zu einer uns 
bisher unbekannt gebliebenen ,,Umlagerung’ im Molekiilkomplex 
kommen miisse. 


Im Anschlu8 an diese Anschauungen wird von uns eine neue, 
von der bisher angenommenen nur in einer Bindung verschiedene 
Konstitutionsforme] fiir das Lysolecithin diskutiert, die imstande ist. 
alle sich bei unseren Untersuchungen ergebenden Widerspriiche zu 
erklaren, dadurch namlich, daB fiir die am Stickstoff stehende Hydroxy]- 
gruppe des Cholins eine direkte Bindung an die durch die Abspaltung 
der Fettsiure frei gewordene Hydroxylgruppe des Glycerins vor- 
gesehen ist. 


Zum AbschluB sei eine iibersichtliche Zusammenstellung der von 
uns dargestellten Priparate, sowie der Starke ihrer haimolytischen 
Wirksamkeit gebracht. 
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Tabelle I. 
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Haimolytisches Vermégen einiger intermedidrer Hydrolysenprodukte des 


Lecithins, verschiedener Lecithide und Phosphatide. 





Substanz 


Lysolecithin . 
Lysokephalin . 


Lysolecithin it 
Lysosphingomyelin 
Lysolecithin 


n 
” 
” 


” 


a-Lysolecithin 
8-Lysolecithin 
Lysolecithin . 


” 


bestrablt 


Ausgangsmaterial 


Eidotter 
Kephalin aus Gehirn 


Sphingomyelin aus Gehirn 
Lecithin aus Pferdepankreas 
‘ » Pferdegehirn 
. »  Stierhoden 
Methylalkohol-Acetonfallg. der wasser- 
léslichen Phosphatidfraktion der ge- 
wohnlichen Ackererbse 
Wasserunlisliche Phosphatidfraktion 
aus der gewdhnlichen Ackererbse 
Nach Entfernung der anhaftenden 
Proteine durch 5stiindige Alkohol- 
extraktion 
Hafersamenlecithid 
Moystaderbsenlecithid 


Sojabohnenlecithid 


Mercksches Ovolecithin, mit Ultra- 
violettlicht bestrahlt 
Mercksches Ovolecithin, unbestrablt 


Hamolytische 
Grenzkonzentration 


1: 
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_— et et ee 


: 26 400 
1 600 
1 590 
: 17400 
: 5300 
7 200 
6 100 
7 700 


1 400 


4000 


: 16 000 
: 16 000 
: 12.000 
: 15000 
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Methode zur quantitativen Bestimmung der Milchsaure in den 
tierischen Fliissigkeiten und Geweben. 


Von 
Shizuo Tanaka und Masaharu Endo. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Kanazawa, Japan.) 
(Eingegangen am 30. April 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 
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(Die genannte Methode wurde im Marz 1925 in der medizinischen Gesell- 
schaft zu Kanazawa verdffentlicht.) 


Zur Aufklarung der Frage nach den Oxydationsvorgiingen bzw. 
dem Stoffumsatz in den Geweben bei Kakke und Gefliigelberiberi beab- 
sichtigten wir, ihren Gehalt an Milchséure zu ermitteln, dabei stellten 
wir jedoch fest, daB die bis jetzt beschriebenen Methoden der Milch- 
siurebestimmung noch nicht genau genug sind. Daher haben wir uns 
damit beschaftigt, in erster Linie diese Methode zu vervollstandigen. 


1. Die bis jetzt veréffentlichten Methoden der Milchsiurebestimmung. 


a) Die gravimetrische Bestimmung der Milchsdure als Zinksalz. 

Im Jahre 1878 hat Liebig (1) zur Bestimmung der im Fleischextrakt 
enthaltenen Fleischmilchséiure diese in das Caletum- bzw. Zinksalz tiber- 
gefiihrt und gewichtsanalytisch bestimmt. Diese Methode wurde von 
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Bensch (2) und Wislicenus (3) empfohlen. Spater wurde sie von Spiro (4) 
und Araki (5) zur Milchséurebestimmung im Blute verwendet, dann von 
Saito (6) und Katswyama und Lockemann (7) verbessert. Takacs (8) und 
Béhm (9) haben die Liebigsche Methode zur Ermittlung des Milchsaure- 
gehaltes im Muskelfleisch angewendet. Dann wurde diese Methode von 
Embden (10) und Oppenheimer (11) weiter verbessert. Frither hat Ritter (12) 
auf Grund der Tatsache, die von Liebig ermittelt worden war, da das 
fleischmilchsaure Zink zwei Molekiile Kristallwasser enthalt, die aus dem 
Organ isolierten Zinklaktatkristalle bei 115°C getrocknet und aus dem 
Gewichtsverlust die Milchsiiuremenge berechnet. 

Ferner hat Frdnkel (13) quantitativ und in reiner Form isoliertes 
Zinklaktat verascht und aus dem Gewicht der Asche — ZnO — die Menge 
der Miichséure berechnet. Die genannten Methoden kénnen wohl in den 
Fallen, in denen der Milchsaéuregehalt des Materials hoch ist, ein giinstiges 
Resultat geben, wenn dies aber nicht zutrifft, so ist es sehr schwierig, nicht 
nur das Zinklaktat rein darzustellen, sondern es auch bis zur Gewichts- 
konstanz zu trocknen. 


b) Das azidimetrische Verfahren der Milchsdéurebestimmung. 


Ssobolew (14) hat Muskel mit Wasser ausgekocht und die Extraktions- 
fliissigkeit einfach mit normaler NaOH-Lésung titriert. Ege (15) hat zur 
quantitativen Bestimmung der Milchséure im Magensaft mit Ather extrahiert. 
Der Extrakt wurde unter Zusatz von Phenolphthalein bzw. Alizarinrot mit 
NaOH titrimetrisch ermittelt. Die in den Wasser- bzw. Atherextrakt 
iibergegangene saure Substanz besteht jedoch nicht nur aus Milchséure, 
sondern aus anderen sauren Stoffen, was die Methode selbstverstandlich 
ungenauer macht. 


c) Das optische Verfahren, die Milchsdure als Zn- bzw. Li-Laktat polarimetrisch 
zu bestimmen. 


Hoppe-Seyler und Araki (16) haben zuerst die Milchséure aus dem Unter- 
suchungsmaterial quantitativ abgetrennt, in das Lithiumsalz tibergefiihrt, 
dann in Wasser aufgelést, schlieBlich polarimetrisch untersucht. Spéiter 
hat Yoshikawa (17) diese Methode zur Milchséurebestimmung in den Organen 
und im Harn verwandt. 

Diese Methode ist nicht leicht auszufiihren, einerseits wegen des 
geringen Drehvermdégens des Li-Laktates, andererseits wegen des geringen 
Gehaltes an Milchséure und wegen der schwierigen Reindarstellung des 
Laktates. Die Methode biiBbt also an Genauigkeit betrachtlich ein. 


d) Das Verfahren, die durch Oxydation der Milchsdure entstandene CO-Menge 
zu bestimmen. 


Meissner (18) und Schneyer (19) haben auf Grund von Hiibners Prinzip 
die Milchséure mit konzentrierter Schwefelsiure oxydiert, die entstandene 
CO-Menge volumetrisch ermittelt und daraus die Menge der Milchséure 
berechnet. 


Pyffel (20) hat aus diesem Oxydationsverfahren eine Methode zur 
Milchséurebestimmung im Harn ausgearbeitet. Er destillierte den zu prii- 
fenden Harn unter Zusatz von konzentrierter Schwefelséure, setzte dem 
Destillat das Schiffsche Reagens, d. h. mit SO,-Gas gesittigte salzsaure 
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Rosanilinlésung zur Bindung des Aldehyds mit dem Reagens hinzu und 
verglich die dabei auftretende rote Farbe mit der Standardlésung kolori- 
metrisch. Dadurch ermittelte er die Aldehyd- bzw. Milchséuremenge. 
Spater hat Jshihara (21) diese Methode etwas verbessert. 


e) Das Verfahren, die durch Oxydation der Milchsdure entstandene Aldehyd- 
menge zu bestimmen (Mikromethode). 


Jerusalem (22) hat nach dem grundlegenden Prinzip von J. Boas (23) eine 
Methode ausgearbeitet. Er fiihrte den Aldehyd, der durch die Oxydation der 
Milchséure mit Schwefelséure unter Zusatz von Braunstein entstand, in al- 
kalische Jodlésung ein. Aus der gebundenen Menge von Jod wird der Gehalt 
an Milchsaéure berechnet. 

CH, .CHOH—COOH + O = CH,.CHO + CO, + H,0O. 

Fiirth (24) und Charnass haben diese Methode etwas verbessert. Sie 
benutzten als Oxydationsmittel K MnO, anstatt des Braunsteins und destil- 
lierten den dabei entstandenen Acetaldehyd iiber. Der Aldehyd wurde 
dann nach dem Ripperschen (25) Verfahren titrimetrisch bestimmt, d. h. 
man versetzt das Destillat mit einer bestimmten Menge von Kaliumbisulfit- 
lésung zur Bindung des Aldehyds 

CH,.CHO + KHSO, = CH,.CH(OH)(SO,K) 
und titriert die iiberschiissige Bisulfitmenge mit Jod zuriick 
H,SO, + J, + H,O = H,8O, + 2HJ. 
Aus dem Verbrauch von Jod wird die Menge des Aldehyds bzw. der Milch- 
siure berechnet. 

Um eine geringere Menge von Milchsaéure méglichst exakt 2u bestimmen, 
hat J. Parnas (26) das von Firth und Charnass angegebene Verfahren 
verbessert, dann haben Meyerhof (27), Diix-Léw (28), Raquer (29), Tsukasaki 
(30), Takahatake-Kume (31) u. a. das Verfahren weiter modifiziert. 


2. Das Aldehydverfahren von 0. von Firth und Charnass und die von uns 
angebrachten Verbesserungen. 


Wie wir bereits erwahnt haben, ist das Wagungsverfahren nicht 
nur kompliziert, sondern liefert oft ein fehlerfreies Resultat, weil es 
sehr schwierig ist, besonders bei geringem Gehalt an Milchsaure, das 
Zinklaktat rein darzustellen. Das Verfahren, die Milchsaure in CO-Gas 
iiberzufiihren, ist auch nicht dazu geeignet, eine geringe Menge von 
Milchsaure zu bestimmen, denn die CO-Menge, die aus 1 mg Milchsaure 
entstehen kann, betragt nur 0,25ccm. Die Ausfiihrung der optischen 
Methode ist wohl einfach; sie l4Bt sich jedoch fiir die Mikroanalyse 
kaum anwenden, weil es einerseits schwierig ist, die tibrigen, optisch 
aktiven Substanzen vollstandig zu beseitigen, andererseits das Laktat 
ein geringeres Drehvermégen aufweist. 

Somit glauben wir, daB das Verfahren von v. Fiirth und Charnass 
am rationellsten sein kann, doch haben wir bei den eingehenden Nach- 
priifungen folgende Fehlerquellen gefunden: 
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1. Die Anderung des Titers der Bisulfitlésung, die zur Bindung 
von Acetaldehyd benutzt wird. 


2. Bei der Ausfiithrung des Fiirth-Charnass-Verfahrens wird der 
Acetaldehyd durch den Luftsauerstoff, der im Apparat geblieben ist, 
wenigstens zum Teil zu Essigsdure oxydiert, wodurch der Milchsiure- 
wert herabgesetzt wird. 


CH,CH.OH.COOH — CH,COH+ CO,+ H,O 
+ 
) 
CH,COOH 


3. Die Handhabung der von Fiirth-Charnass angegebenen Apparatur 
ist nicht praktisch. 


Die von uns angebrachten Verbesserungen an dem Fiirth-Charnass- 
Verfahren bestehen in folgendem: 


1. Aufbewahrung der Bisulfitlésung. 

Um eine Verinderung des Bisulfittiters beim Aufbewahren zu ver- 
meiden, benutzte Meyerhof durch Barytwasser von CO, befreites destilliertes 
Wasser; die Einwirkung von Luft-CO,, sowie Beimischung von Metallionen 
und H,S8, die wahrscheinlich katalytisch einwirken und das Bisulfit oxy- 
dieren wiirden, sollte auf diese Weise beseitigt werden. AuBerdem hat 
Meyerhof vorgeschlagen, die Bisulfitlésung vor Licht geschiitzt aut- 
zubewahren. 

Zur Nachpriifung der Meyerhofschen Vorschrift fiigten wir zu einer 
Bisulfitlésung von bekanntem Gehalt eine geringe Menge von CuSO, 
hinzu und priiften zeitweise den Titer. Leider konnten wir den Einflup 
der Metallionen nicht bestdtigen. Man gieBt zu 50 cem Bisulfitlésung 
(5cem = n/100 Jodlésung 3,83ccm) einen Tropfen einer 10° ,igen 
CuS0O,-Lésung, dann wird etwa 10 Minuten lang stark geschiittelt, 
an der Luft stehen gelassen, 5ccm davon abpipettiert, von Zeit zu 
Zeit mit m/100 J, titriert. Das Resultat ist in Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. 





| Verbrauch von m/100 Jodlésung 
Aufbewahrte Zeit || , = 





Kontrolle CuSO, zugesetzt 
Std. | com com 
0 3,83 3,75 
0,5 3,75 3,68 
1.5 3,52 3,52 
3,0 2,50 2,95 
8,0 0,85 1,15 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Abnahme des Bisulfit- 
wertes wahrscheinlich nicht auf CO, und den Metallionen beruhi 
da diese keinen nennenswerten EinfluB auf die Oxydation ausiiben 


Um den EinfluB des Luft-O, zu vermeiden, listen wir das Natrium. 
bisulfit in mit CO, gesattigtem Wasser und bewahrten es gut verschlossen 
in einer CO,-Atmosphare auf. Die Stabilitat der Lésung wird durch 
zeitweise Titration bestatigt (s. Tabelle II und III). 





Tabelle Il. 
a) 10 ccm einer Bisulfitlésung wird mit m/20 Jodlésung titriert. 
Std. nach der Herstellung der Sulfitlésung: 1 2 4 8 10 
Verbrauch durch Kontrolle 9,9 9,88 9,80 9,50 9,47 


m/20 Jod (cem) | mit CO, behandelt 10,0 10,00 10,00 | 10,00 10,00 


Tabelle III. 
b) 10cem einer Bisulfitlésung mit m/200 Jodlésung titriert. 





Tag nach der Herstellung der Sulfitlésung: 0 1 2 3 5 7 


Verbrauch durch Kontrolle 10,0 9,2 8,7 7,7 | 6.7 | 56 
m/200 Jod (ccm) | mit CO, behandelt! 10,0 10,0 10,0 10,0 9,98 9,96 


Wie die Tabellen II und III zeigen, gehen die Werte der an der 
Luft stehen gelassenen Bisulfitlésung nach und nach zuriick. Wenn 
diese aber in CQO,-Atmosphare aufbewahrt wird, bleiben die Werte 
lange Zeit unverandert. Zum bequemen Aufbewahren der Bisulfit- 
lésung benutzten wir folgenden Apparat. 


Abb. 1. 


Flasche zum Aufbewahren von 
Natriumbisulfitlésung. 1/7 nat. Gr. 


9 Kohlensaureentwickler. 
m Marmor, zerkleinert. 

c Salzsaure (etwa 20 °/,). 
b Natriumbisulfitlésung. 
a Barette. 
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2. Die Entfernung von Luft aus dem Aufbewahrungsapparat. 


Um die im Apparat vorhandene Luft vollkommen zu entfernen, 
benutzten wir CO,. Wir gossen zuerst die zu priifende Lésung (Milch- 
saure) und verdiinnte Schwefelsiure in den Oxydationskolben, dann 
gossen wir tropfenweise etwa 20 ccm gesattigte Natriumcarbonatlésung 
(etwa 10°, ig) hinein. Das Volumen der aus dieser Lésung entstandenen 
CO, betragt ungefaihr 0,5 Liter. Dadurch wird der im Apparat vor- 
handene Luft-O, durch die CO, vollkommen entfernt. 

Die Brauchbarkeit von CO, wird durch folgende Versuche bestatigt : 


a) Der Blindversuch mit Bisulfitlésung. 

Der Oxydationskolben (Abb. 2) wird mit 2°,iger Schwefelsaiure 
und ein wenig Talk beschickt. Die Vorlage wird mit 10,0 cem mit CO, 
gesattigter Bisulfitlésung [mit dem Titer 12,12 ccm m/100 Jod (a)] 
beschickt, und ebenso wie bei der Milchsiurebestimmung behandelt. 
Die Resultate sind in Tabelle [IV verzeichnet. 





Tabelle IV. 
Cities aon Im Mittel Oxydierte Menge durch 
Nr. Art der Versuche m/100 Jod (b) et b) at ae Bisulfit 
com com com %9 
. 2.0 * 
9 Koutrolle - o 12,05 0,07 1,0 
{mit CO, behandelt 15°07 12,095 0,025 0,3 


Die Resultate haben bestatigt, daB die CO, zum Konstanthalten 
der Bisulfitlésung gute Dienste geleistet hat. 


b) CO, und Milchséurebestimmung. 

Man kocht die azidimetrisch hergestellte m/100 Milchsaiure unter 
Zusatz von Natriumcarbonat, wodurch das Anhydrid, Begleiter der 
Milchséure, vollstaéndig hydrolysiert wird. Dann wird sie zu nach- 
folgenden Versuchen benutzt. 





Tabelle V. 
Gefund : 
Nr. Art der Versuche Milchsdure Im Mittel ey ee a i 
mg mg mg 9/9 
1 Kontrolle 4,842 4,833 -— 
2 . 4,824 ’ 
3 mit CO, behandet §=—- 913 5,018 0,18 3,6 
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Aus den Versuchen geht hervor, daB bei der Benutzung von C0, 
der Wert fiir Milchsiure 3,6 °, héher ist. Wenn wir die Resultate des 
Blindversuchs (s. Tabelle IV) beriicksichtigen. so erhéht sich die Mehy- 
ausbeute auf 44°... 


3. Verbesserung des Apparates. 
Da der Apparat von Fiirth und Charnass in der Herstellung und 
Handhabung noch nicht als vollkommen anzusehen ist, haben wir 
einige Verbesserungen angebracht. 
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Abb. 2. Einrichtung zur Milchsaurebesti g. 1/7 nat. Gr. 
T Trichter zur Natriumbicarbonat- bzw. Kaliumpermanganatlésung. K Oxydationskolben. 
B Brenner. D Destillierrohr. LZ Kiibler, J's Vorsto. WV Vorlage mit Marke 100 ccm. 
S Seitenrohr zum Absperren von Luft. Aq Becherglas mit Wassersperrfliissigkeit. 





3. Unser verbessertes Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Milchsiure. 


a) Erforderliche Reagenzien: 
1. n/100 Jodlésung. 


2. Etwa n/50 NaHSO,; 2,5g NaHSO, (Merck) werden in mit 
CO, gesattigtem Wasser zu 1 Liter gelést. 


3. Gesattigte wisserige Lésung von NaHCO, (etwa 10°, ig). 
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4. Verdiinnte Schwefelsiure (10°, ig). 

5. m/200 KMnQ,. 

6. Talkpulver 

7. Starkekleister (0,5°,), d.h. 1g Amylum und 4 g ZnCl,, werden 
unter Zusatz von Wasser einige Zeit gekocht, dann mit Wasser auf 
100 cem aufgefiillt und filtriert. 


b) Ausfiihrung der Bestimmung: 


Die reine Milchsaurelésung bzw. aus dem Organ isolierte Milchsaure 
(die geeignete Menge der Milchsaure ist etwa 5 mg) wird in den Oxy- 
dationskolben eingefiihrt, 35ccem 10°, iger H,SO, hinzugesetzt, mit 
Wasser auf etwa 150 ccm verdiinnt, Talkpulver als Siedeerleichterer 
hinzugefiigt, der Kolben mit dem Destillierrohr verbunden, der Tropf- 
trichter mit gesattigter Natriumbicarbonatlésung gefiillt. Die Vorlage 
wird mit einer mit CO, gesattigten Bisulfitlésung — etwa 5 bis 10 ccm 
— versetzt, der VorstoB hineingesteckt, mittels eines Gummischlauchs 
mit dem unteren Teil des Kiihlers verbunden (s. Abb. 2) und das Glasrohr 
des VorstoBes ins Wasser im Becherglas hineingetaucht. 


Um den Titer der Bisulfitlésung zu bestimmen, gieBt man 10,0 cem 
der Bisulfitlésung in die Vorlage (V), gieBt Wasser bis zur Marke, 
setzt leem Starkekleister hinzu und titriert mit n/100 Jodlésung. 


Man braucht die Vorlige mit Bisulfitlésung nicht mehr abzukihlen, 
weil bei unserer Einrichtung keine Anderung im Bisulfitwert wihrend 
der Destillation eintritt. 


Nunmehr wird der Inhalt im Destillierkolben vorsichtig angeheizt, 
gleichzeitig Bicarbonatlésung hineingetropft und bis zum schwachen 
Sieden erhitzt. So wird die Luft im Apparate durch CO, vollkommen 
verjagt. 

Nach vollendetem Austreiben der Luft im Oxydationskolben, 
und wenn das Destillat in den VorstoB zu steigen beginnt, gieBt man 
ganz vorsichtig tropfenweise — nicht in Strahlen! — m/200 Kalium- 
permanganatlésung in den Oxydationskolben; dabei wird die Milch- 
siure zu Aldehyd oxydiert. 


Wenn der Kolbeninhalt eine rétliche Farbung zu zeigen beginnt, 
unterbricht man den Zusatz der Permanganatlésung. Nun setzt man 
die Destillation noch weiter fort — etwa 30 Minuten —, gieBt eine kleine 
Menge von Natriumbicarbonatlésung zu, um das im VorstoB auf- 
gestiegene Destillat in die Vorlage auszutreiben. Man spilt nun den 
VorstoB, verschlieBt die Vorlage mit dem Gummistopfen, mischt gut 
durch, nach etwa 30 Minuten fiigt man l ccm Starkekleister hinzu, 
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fiillt mit destilliertem Wasser bis zur Marke — 10 ccm — nach und 
titriert mit Jodlésung. Aus dem Verbrauch von Jod wird die Menge 
der Milchsaure berechnet. 1 cem n/50 Jod entspricht 0,0009 g Milch- 
saure. 
c) Berechnung. 
m = Menge der zu priifenden Fliissigkeit, Kubikzentimeter. 
a= Verbrauch von m/100 Jodlésung fiir 10ccm_ Bisulfitlésung, 
Kubikzentimeter. 
b= Verbrauch von m/100 Jod nach dem Destillieren des Aldehyds 
in 10,0 cem Bisulfit, Kubikzentimeter. 
x= Die Menge der Milchsiure in 100ccem gepriifter Fliissigkeit, 
g/dl (Gramm-Deziliter). 


das 0.0009 . (a — 6) . 100 
ait m 


4. Die Genauigkeit des von uns verbesserten Verfahrens. 


Wir haben Milchsaure- Merck als Untersuchungsmaterial angewanct. 
Die Milchsiure wird zuerst mit ZnCO, in Zn-Laktat tibergefiihrt 
durch Umkristallisieren gereinigt, mit HCl versetzt, mit reinem Ather 
extrahiert, der Ather verdunstet. Die so gereinigte Milchsiure blieb 
bei qualitativer Priifung ganz unverandert. Wir benutzten daher 
bei samtlichen Versuchen Milchsaure- Merck. 


Wir stellten zuerst auf azidimetrischem Wege — Phenolphthalein 
als Indikator — m/10 Milchsiure her. Dann wurde sie mit Wasser 
auf m/100 verdiinnt. 

Die so hergestellte m/100 Milchsiure wird nach unserem Verfahren 


behandelt. Es ergab sich folgendes Resultat : 











. Tabelle VI. 
Azidimetrisch h It 
“i: men/100 Milchesare Gotuntone 
com mg mg 
1 10,0 9,00 8,94 
2 10,0 9,00 8,93 
3 | 10,0 9,00 8,95 
4 10,0 9,00 8,98 
Mittel: | 10,0 9,00 8,95 


Wie aus der Tabelle VI ersichtlich ist, zeigten sich noch erhebliche 
Schwankungen in den Resultaten. Woher riihren diese? Nach der 
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Untersuchung von G. Riesenfeld enthalt zwar Milchsaure-Kahlbaum 
noch etwa 16°, Anhydrid als Beimengung. Die von uns beobachteten 
vereinzelten Abweichungen diirften daher wahrscheinlich auf die An- 
wesenheit von Anhydrid zuriickzufiihren sein. 


Das Anhydrid der Milchsaure ist durch K MnO, schwerer oxydierbar 
als die Milchsaure selbst. Es wird beim Kochen in der sauren Lésung 
sehr schwer hydrolysiert, im Gegensatz zu der alkalischen. Die folgenden 
Versuche zeigen diese Verhaltnisse in hervorragender Weise. 


Wir setzten 2 ccm einer 20 °,igen Lésung von Na,CO, zu 10,0 ccm 
einer m/100 Milchséure, kochten sie etwa 10 Minuten, sauerten mit 
H,SO, an und behandelten sie dann nach unserer Methode. 














Tabelle VII. 
= || Asidimetrioch heenaiiie pn . ; oat, Aus dem Anhydrid gebildete 
Ne. | m/100 Milchsaure Milchsaure 
i ccm mg i| im Mittel mg %9 ee 

1 10,0 9,00 10,03 

2 10,0 9,00 9,99 

3 10,0 9,00 9,99 10,0 1.0 11,0 

4 10,0 9,00 10,03 

5 10,0 9.00 9,97 


Wir haben durch diese Behandlung 11°, mehr Ausbeute an Milch- 
siure erhalten. 


Man kann mit unserer Methode eine noch geringere Menge Milch- 
siure — etwa 1 mg — mit befriedigendem Erfolg bestimmen. 


Tabelle VIII. 











Ne m/1000 Milchsaure on lm Mittel 
ES: SS ee a mg 

1 | 10,0 1,00 1,15 

2 | 10,0 1,00 1,02 108 

3 10,0 1,00 0,99 ‘id 

4 | 10,0 1,00 1,05 


5. Vergleichende Untersuchungen des von uns verbesserten Verfahrens 
mit dem von y. Fiirth und Charnass bzw. den anderen Methoden. 


Wir behandelten die azidimetrisch hergestellte m/100 Milchsiure 
nach unserem Verfahren und dem von v. Fiirth und Charnass. Die 
Resultate sind in Tabelle [IX verzeichnet. 


Biochemische Zeitschrift Band 210. 9 








= 





reer Press” 


130 S. Tanaka u. M. Endo: 











Tabelle IX. 
Methode m/100 Milchsaure Gefundene Milchsaure Im Mittel Verlust 
von com mg mg | 9 Jo Oo 
10,0 9,0 6,9 77 
v. Furth | 10,0 9,0 7,5 83 
und 10,0 9.0 7.9 88 85,5 14,5 
Charnass 10,0 0 8,2 91 
10,0 9,0 7.9 88 
10,0 9.0 8,90 98,9 
Tanaka | 10,0 9,0 8,94 99,3 
und 10,0 9,0 8,93 99,2 99.3 0,7 
Endo | 10.0 9,0 8.94 99,3 
10,0 9,0 8,98 99,8 


Wir verglichen dann unsere Verfahren mit anderen bis jetzt publi- 
zierten Methoden. 





Tabelle X. 
Benutzte Auss Ver: 
Autoren — Material Menge Schwankung eute lust 
mg 0 0 0 0 0 0 


v. Firth (32) | ». Firth | Lithiumlactat |50—300 86,1— 93,1, 89,2 | 10,8 


Neubauer (33) | Embden | Milchsaurelésung 98 — 93 98,0) 2 

v. Fiirth (34) | Embden s 70—220 91 —102 980) 2 

Diix u. Léw (35) | Diia-Liw - 1—2 -- 85 15 
| v. Piirth- 


Laquer (86) | Charnass Zinklactat 2-4 938 — 97 | 95 
Meissner (37) | Schnyer (Milchsaureléisung 100 92 —108 —-i\- 


Tanaka- 
Tanaka-Endo | Endo m 9 992— 99,8 995 0,5 


Aus dieser Tabelle kann man leicht ersehen, daB die neue Methode 
sehr befriedigende Resultate ergibt. 


6. Die Anwendung des verbesserten Verfahrens. 


Je nach der Qualitéit der Ausgangsmaterialien mu8 man das 
Verfahren etwas modifizieren. 


Extraktionsmethode der Milchsaure. 


1. Die Isolierung der Milchsiure in wasseriger Lésung geschieht 
in den meisten Fallen ganz einfach durch Schiitteln mit Ather. Es 
erfordert jedoch bekanntlich viel Ather und Zeit, trotz der Benutzung 
des Lindtschen Apparates (38) sind wenigstens 30 Stunden ndotig. 
Bei dem von uns etwas modifizierten Kumagawa-Suto-Apparat sind 
héchstens 5 Stunden erforderlich. 
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2. Ohlson (39) bemerkte, daB die Léslichkeit der 
Milchséure in Amylalkohol im Verhaltnis zu Athyl- 
ather fimfmal gréBer ist, und empfahl den Amylalkohol 
als das geeignetste Extraktionsmittel fiir die Milch- 
saure. Die Extraktion von Milchséure in der mit 
(NH,),SO, gesattigten Lésung erfolgt betrachtlich — 
etwa dreimal —- leichter als in wasserigen Lésungen 
allein. Nach dem Gesagten hat Ohlson zur Extraktion 
von Milchséure erst mit (NH,),SO, gesattigt und 
dann mit Amylalkohol extrahiert. v. Fiirth (40) und 
Lieben haben diese Methode nachgepriift und _ be- 
statigt, daB die Extraktion nicht vollstandig war. 

3. Um die umsténdliche Extraktion von Milch- 
siure umgehen zu kénnen, hat Hirsch-Kauffmann (41) 
vor einigen Jahren nach der Methode von Salkowski 
und van Slyke (mit CuSO, und Kalkmilch) die Kohle- 
hydrate entfernt und die Milchsaure direkt zu Aldehyd 
oxydiert. Nach den Angaben des Autors wird die 
Milchséiure bei der Entfernung von Kohlehydraten 
im Koagulat zuriickgehalten, wodurch mehrere Pro- 
zent Milchséure verloren gehen. 


Nach unserer Nachpriifung war der Verlust 
bei der Ausfiihrung nach dem Hirsch-Kauffmann- 
Verfahren etwa 5 °,. 


Wir haben aun die Extraktionsenergie des 
Kumagawa-Sutoschen (42) Apparates gepriift und 
festgestellt, daB er zu unserem Zwecke ohne 
Bedenken verwendbar ist, wie die folgenden 
Priifungen bestatigen. 


4. Zur Extraktion der zu priifenden Fliissig- 
keit haben wir sie zuerst unter Zusatz von Tier- 
kohle von der emulsionierenden Substanz befreit, 
dann sduerten wir mit H,SO, bzw. H,PO, an 
und gossen sie in den Zylinder (Z) des Fliissig- 
keitsextraktors. Die Fhiissigkeitsoberflache soll 
sich am besten etwa 5cm unterhalb der Miindung 
des Seitenrohres befinden; ist dies nicht der Fall, 
so setzt man Wasser hinzu. Dann wird der 
Injektor (J) eingetaucht, wie Abb. 3 zeigt, und der 
Kiihler (LZ) aufgesetzt. Der Destillierkolben (KX) 
wird alsdann mit 120 cem gereinigtem Ather, 
20 cem Wasser und 0,5 g Lithiumcarbonat be- 
schickt und, wie Abb.3 zeigt, verbunden. Der 
Destillationskolben wird in ein Wasserbad von 
etwa 95°C eingetaucht. Der Ather wird dann in 
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Abb. 3. 
Fliissigkeitsextraktor von 
Kumagawa-Suto, in der 

Dimension verbessert. 
1/, nat. Gr., genau nach 
der Natur gezeichnet. 
L Kihler. Z Zylinder zur 
Aufnahme v. Extraktions- 
fliissigkeit. J Injektor 
fir Ather. J’ Injektor in 
nat. Gr., der am Kopf 
8 bis 10 ganz feine Off- 

gen im Durch 
von 0,2 mm tragt. 
K Kolben zur Autnahme 
von Ather. 
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der genannten Einrichtung staubartig verteilt. Die Extraktion verlauft 
in ausgezeichneter Weise. 

Die Anfertigung und Handhabung des Extraktors muB ohne 
Ausnahme nach der Angabe erfolgen, sonst erhalt man kein befriedigendes 
Resultat ! 

Wir méchten hier einige wichtige Dimensionen des Extraktors 
angeben: 


Die Lange des Injektors ..... . . etwa 40cm 
Inhalt des Destillierkolbens .... . . etwa 300 ccm 
Lange des Kiihlers ........ . . etwa 25cm 
Temperatur des Wasserbades. . . . . . 90 bis 95°C 


Der Hals des Kiihlers und das Seitenrohr des Zylinders miissen 
moéglichst weit sein, wie Abb. 3 zeigt. 

Die Wirksamkeit des genannten Extraktors wird aus Tabelle X] 
leicht ersichtlich. 











Tabelle XI. 
mig ana | haa | ham 
Nr. 
I . ee zee... SE 
1 etwa m/100 5,0 4 6,27 
2 ” * ‘ 4 6,23 
3 ¥ , we 4 6,27 
4 n a a 4 6,27 
5 Kontrolle 5,0 0 6,27 
6 ‘. f 0 6,23 





Nr. 5 und 6 sind die durch direkte Oxydation, also ohne voran- 
gehende Atherextraktion, erhaltenen Daten. Alle Resultate stimmen 
ganz genau iiberein. Wir haben also bestatigt, daB der Extraktor 
nach Kumagawa und Suto die Fahigkeit hat. in etwa 4 bis 5 Stunden 
die Milchsaure aus der wisserigen Lésung vollkommen zu extrahieren. 

G. Goto (43) lieB den Extraktionsapparat von Kumagawa und Suto 
in folgender Form modifizieren: Er verfertigte den Kopf des Injektors 
aus diinnem Gold und lieB ringsum 12 feine Offnungen anbringen. 
Er hat mit dieser Einrichtung ganz befriedigende Resultate erhalten, 
d. h. die Milchsiure kann aus 1 g Zn-Laktat in 5 Stunden extrahiert 
werden. 


a) Bestimmung der Milchsdure im Muskelfleisch und in anderen Geweben. 


Um die im Muskelfleisch erhaltene Milchsaure zu isolieren, hat v. Fiirth (44) 
das zerriebene Fleisch mit physiologischer Kochsalzlésung gekocht, das 
EiweiB8 des Filtrats mit Phosphorwolframsaéure entfernt und mit dem 
Lindtschen Extraktor extrahiert. 

Ssobolew (45) hat den durch Kochen des Fleisches erhaltenen Extrakt 
mit normaler NaOH-Lésung titriert —- Phenolphthalein als Indikator — 
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und dann aus dem verbrauchten NaOH die Menge der Milchsaéure berechnet. 
Nach seiner Angabe sollen ebenso gute Resultate erzielt worden sein wie 
nach dem v. Fiirth- und Charnassschen Verfahren. Liesenfeld (46) hat das 
Eiwei8 des Gewebeextraktes mit Phosphorwolframsaure entfernt. Jakob 
und Parnas (47) haben Froschmuskulatur im Porzellanmérser unter 
Zusatz von Alkohol und unter Abkiihlung bis —10°C nach Fletcher (48) 
und Hopkins einen Tag im Ejisschrank stehen lassen, dann den Extrakt 
mit Ammoniumsulfat gesaéttigt und das Filtrat mit Ather extrahiert, oder 
den Gewebsbrei unter Zusatz von Ammoniumsulfat direkt zerrieben und 
das Filtrat mit Ather extrahiert. Diese Behandlung hat den Zweck, die 
Umwandlung des Lactacidogens in Milchséure zu verhindern. 

Um das Gewebe aufschlieBen zu kénnen, haben wir folgendes 
Verfahren benutzt. 


AufschlieBung von Geweben: Kocht man das Gewebsstiickchen 
in siedender KOH-Lauge mehrere Minuten, so lést sich das Gewebe 
ginzlich, doch bleibt die Milchsiure in der Fliissigkeit unverindert 
(s. unten). 


Trennung der Milchsdéure: Man gieBt 15 cem KOH-Lauge (30°,) 
in ein Becherglas von etwa 100cem Inhalt, dann wird auf dem Sandbade 
bis zum schwachen. Sieden erhitzt, das zu priifende Gewebe, bzw. 
der Muskelbrei, hineingebracht und etwa 5 Minuten gekocht. Man 
JaBt dann erkalten, gieBt das Gemisch quantitativ mit Hilfe von 30 ccm 
15°, iger Schwefelsiure in einen 100ccm fassenden Mischzylinder 
iiber und fiillt unter Zusatz von Wasser auf 60,0 ccm auf. Setzt man 
dann 25 g fein gepulvertes Ammoniumsulfat hinzu, so werden EiweiB, 
Fett usw. abgeschieden. Das gesamte Volumen des Gemisches betriigt 
nun 73,1 cem. Das Volumen des dabei entstandenen Niederschlages — 
als Trockensubstanz berechnet — ist zu etwa 1,1 com angenommen. 
Nun filtriert man durch ein nicht angefeuchtetes Faltenfilter, gieBt 
eine bestimmte Menge des Filtrates (z. B. 60,0 cem) in den Zylinder (Z) 
des Kumagawa-Sutoschen Extraktors und fiigt dann 10 ccm verdiinnte 
Schwefelsiure, 20 com Wasser, 1 bis 2 Messerspitzen Lithiumearbonat 
und schlieBlich 120 cem Ather in den Destillierkolben und extrahiert 
4 Stunden lang. Nach der beendeten Extraktion wird der Ather im 
Destillierkolben abdestilliert, der Inhalt des Kolbens getrocknet. 


Durch dieses Verfahren konnten wir den Ather und die dem Ather 
beigemischten Spuren von Alkohol, Aceton und Acetessigsaure voll- 
kommen entfernen. Dies ist fiir die Bestimmung der Milchsaéure im 
Harn sehr wichtig. Nach Angaben von v. Fiirth (49) wird die f-Oxy- 
buttersaure durch Kaliumpermanganat oxydiert. Nach Versuchen von 
Takahatake (50) u. a. ist dies nicht der Fall. Sie behandelten ein Ge- 
misch von Milchsiure und £-Oxybuttersiure mit Wasserdampf und 
oxydierten mit Kaliumpermanganat. Dabei fanden sie nur die fiir die 
Milchséure entsprechende Menge von Aldehyd. Um die Richtigkeit 
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dieses Befundes zu priifen, haben wir folgende Versuche angestellt 
und dabei die in Tabelle XII angegebenen Resultate erhalten. Wir 
behandelten namlich die unter Zusatz von Lithiumcarbonat alkalisch 
gemachte $-Oxybuttersiure (Merck) mit Tierkohle, trockneten das 
Filtrat als Lithiumsalz, siuerten es mit Schwefelsiure an und oxydierten 
es nach unserem Verfahren mit Kaliumpermanganat. 


Tabelle XII. 





7 | : - Ausbeute Aus 3-Oxybutter- 
Nr. j+Oxybuttersaure Milchsaure der Milchsaure ph as 
mg mg mg mg 
1 20 6,4 6,4 0 
2 20 0 0,04 0,04 


Die f-Oxybuttersiure beeintrichtigt die Ausfiihrung unserer 
Milchsaurebestimmungsmethode nicht. 

Dann gieBt man in den Kolben, der den Atherextrakt enthiilt. 
etwa 130 ccm Wasser, 35 ccm 10° ,,ige Schwefelsiure und eine geringe 
Menge Talkpulver, oxydiert mit KMnO,, und titriert den iiberdestillierten 
Aldehyd mit NaH80,. 

Wenn man die Menge des Materials (in Grammen) = a, die gefundene 
Menge Milchsiure (in Grammen) = b setzt, so kann der Milchsaure- 
gehalt nach folgender Formel berechnet werden: 


72 100 


_ = % Milchsaure. 


Wir haben nun die Milchséure in Muskelproben, ohne und mit 
Milchsaéurezusatz, nach dem angegebenen Verfahren behandelt und 
erhielten folgende Resultate. 


Tabelle XIII. 











Ausbe der addi 

Ne |) Muskel | SilSshere | Michetere | Milchabare | Vertue 

8 | mg mg | ms Fg lq 
1 1,0 0 6,20 — _ — 
2 1,0 0 6,12 _ _ — 
3 1,0 6,27 12,40 6,24 99,5 0,5 
4 1,0 6,27 12,40 6,24 99,5 0,5 
Mittel : 1,0 6.27 | 12,40 6,24 | 99,5 0,5 


Die Versuche haben gezeigt, da8 die Milchsiure nicht nur durch 
die Wirkung von KOH verdandert, sondern durch EiweiSkoagula 
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zuriickgehalten war. Wir erhielten also stets befriedigende 
Resultate. 

DaB sich aus dem Material durch die Einwirkung von Alkalien 
Milchsaure als Lactacidogen und anderes nicht neugebildet hat, hat 
Yishikawa (5) bestatigt. Um diese Verhiltnisse klarzustellen, haben 
wir Milchsdéure einerseits im Muskelfleisch und andererseits das mit 
einer bestimmten Menge von Milchsaiure versetzte Muskelfleisch be- 
stimmt. Dabei erhielten wir ohne Ausnahme die berechnete Menge 
Milchsaure. Man kann sich davon iiberzeugen, daB sich aus dem 
EiweiBkoagulum keine Milchsdiure gebildet hat. Nach Hopkins und 
Fletcher (52) verindert sich das Lactacidogen zu Milchsaiure durch 
physikalische bzw. chemische Eingriffe. Wir haben die Milchsiure 
in Hiihnermuskeln einerseits nach der Methode von Fletcher und 
Hopkins und andererseits nach unserer Methode quantitativ ‘ermittelt, 
doch konnten wir niemals Differenzen zwischen beiden Verfahren 
erkennen. 


b) Quantitative Bestimmung der Milchsdure im Blute. 


P. Spiro (53) hat das EiweiB im Blute mit Alkohol entfernt, das ent- 
eiweiBbte Filtrat wird mit Ather behandelt und nach Wioslicenus (54) als 
Zinklactat gewogen. Araki hat die Milchséiure im Blute als Zinklactat 
nach Béhm bestimmt. Saito, Katsuyama, Lockemann u. a. haben dieselbe 
Methode verbessert. Friess (55) entfernte das Eiweif im Blute nach der 
Schenckschen Methode und extrahierte die Milchséiure mit dem Lindtschen 
Apparate. Embden hat das Blut verdaut, nach Fries vorbereitet und die 
Milchsaéure nach v. Fiirth und Chornass bestimmt. 

Wir entfernten das BluteiweiB nach Spiro mit Alkohol und be- 
handelten dann mit Tierkohle. Das Filtrat wird mit dem Kumagawa- 
Sutoschen Fliissigkeitsextraktor bis zur vollstandigen Erschépfung 
extrahiert. 


Ausfiihrung der Bestimmung nach unserer Methode: 1 Volumen des 
zu untersuchenden Blutes (a) wird in 6 Volumina (b) 96°, igen Alkohols 
ganz langsam hineingegossen, gut durchgemischt, etwa 10 Stunden 
stehen gelassen und durch ein nicht angefeuchtetes Faltenfilter abfiltriert. 
Das Filtrat (e) wird mit Lithiumcarbonat (etwa 0,2 g) versetzt, auf dem 
Wasserbade verdunstet, dann setzt man etwa 30 ccm Wasser und | g 
Tierkohle zu und kocht einige Minuten auf dem Sandbade. Durch diese 
Behandlung werden das Fett, Lipoide und die anderen emulsionierenden 
Substanzen entfernt. Dann filtriert man das Gemisch durch 
das Allihnsche Asbestfilter und wascht mit Wasser nach. Das 
Filtrat wird mit 70 bis 80cem 20°,iger Phosphorsaiure angesiuert 
und mit Ather im  Flissigkeitsextraktor von Kuwmagawa- Suto 
extrahiert. Die weitere Behandlung geschieht ganz ebenso wie bei 
den Muskeln. 
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Berechnung: Wenn man die gefundene Milchsauremenge mit m 
bezeichnet, dann ist die gesamte Milchséiuremenge x in b ccm Blut: 
a+b 
z= m- —— > 
c 
Die Milchsaure soll nach Lockemann durch Tierkohle nicht absorbiert 
werden. Um das zu bestatigen, haben wir folgenden Versuch angestellt : 


Eine bestimmte Menge m/100 Milchsiure wird mit Tierkohle 
versetzt, einige Zeit stehen gelassen, dann abfiltriert. Im Filtrat wird 
nach unserem Verfahren der Gehalt an Milchséure quantitativ ermittelt. 
Die Resultate sind wie folgt verzeichnet. 


Tabelle XIV. 

















M Milchsiuremenge 
enge | 
Nr. Art der benutzten Tierkohle there | Tierkohle- ao Verlust 
sj me | m | m | % 
1 | Merck (garant. Reag.) . . | 0,2 5,35 1,98 3,37 63,0 
2 fs ns . ee 6,27 3,60 2,67 43,0 
3 ‘ . i oe ae 3,96 3,24 0,72 18,0 
4 » (extra pure)... 0,2 5,35 2,07 | 38,26 61,0 
5 . - + .. | OS 6,27 310 | 3,17 51,0 
6) ee eS 6,27 1,26 | 5,00 80,0 
7 - (purifid U.S. P.VIID) 0,2 | 5,35 2,16 3,19 60,0 
8 ‘ . e » +| 05 9,54 3,33 | 6,21 | 65,0 
9 , ‘ . ‘ 0,5 6,27 5,95 | 0,82 5,1 
10 . ss i rs 0,5 6,27 6,27 0 0 
ot ae i = M 0,5 6,27 5,85 0,42 6,7 
12 | Kahlbaum (gereinigt) . . 0,5 9,54 5,94 3,60 38,0 
13 | ne (d. med. purp.) 9,5 4,77 2,88 | 1,89 40,0 
14 | ‘i (Blutkohle). . 9,5 4,77 1,98 2,79 59,0 
15 ‘ . , | 0,5 896 | 1,44 | 2,52 64,0 
16 | Hayashi Nr.1 .... 0,5 3,96 3,60 | 036 | 91 
Sf ES Pee a 0,5 6,27 ae ah, ee 
18 | Shimadaiku ..... .| 05 6,27 532 | 0,95 15,0 
Br ei eee os | 0,5 3,96 3,78 | 0,18 45 





Die Resultate zeigen an, daB die Milchsaiure je nach der Qualitit 
der Tierkohle mehr oder weniger zuriickgehalten wird. Ferner ver- 
suchten wir das Verhalten der kauflichen oder selber gereinigten Tier- 
kohle in bezug auf die Adsorption von Milchsaure festzustellen, dabei 
erhielten wir folgende Resultate. Die dazu angewendete Menge Tierkohle 
betrug stets 0,5 g fiir 20 cem Milchsaure. 
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Tabelle XV. 
Milchsauremenge 
Tierkohles 
a dl a — 
g mg mg mg %o 
1 1 9,63 7,22 2,41 25,0 
2 2 9,63 3,15 6,48 67,0 
3 4 9,63 1,90 7,73 80,0 
Tabelle XVI. 
Milchsauremenge 
Nr Art der Tierkoble Material Tierkohles a zuriickgehalten 
heh al g heh Al 8) 
mg mg | mg Fo 
1 | Merck (garant.). . . .  Zinklactat 4,23 3,47 2,41 25 
2 » stark erhitzt . . e 4,23 2,10 2,10 50 
3 » mitHClgereinigt Milchsiure 9,64 5,90 3,75 39 
4) »  (Nr.3 getrocknet) 7 9,64 3,59 6,14 64 


Die mit Salzsaure behandelte oder einfach stark erhitzte Tierkohle 


adsorbierte die Milchsaure starker als die gewéhnliche ohne vorherige 
Behandlung. 


Ferner priiften wir die Adsorptionsfahigkeit der Tierkohle gegeniiber 


Milchsaure und erhielten folgende Resultate. Die dazu benutzte Menge 
der Kohle betrug stets 0,5 g. ' 


Tabelle XVII. 





Nr. 


1 
2 
3 
4 





Milchsauremenge 
Art der Tierkohle dé a Tierkoble- note... zuriickgehalten 
behandlung | behandlung , 

mg mg mg %o 

Merck (gereinigt) Zinklactat 42.3 38,0 4,30 10,0 
” ” ° 4,23 3,63 0,67 14.8 

x vs is 4,23 2,83 149 | 32,0 

_ ‘ Lithiumlactat 8,34 7,92 0,42 4.5 


Aus diesen Versuchen ersehen wir, daBs Lithiumlactat schwerer 


adsorbiert wird als Zinklactat. 


Dann untersuchten wir die Adsorptionsfahigkeit der Tierkohle 


gegeniiber Milchsaure bei verschiedener Reaktion der Lésung und er- 
hielten die folgenden Resultate. 


Die Adsorptionsfahigkeit der Tierkohle fiir Milchsiure ist somit 
starker in saurer Lésung als in alkalischer. Es ist also nun dringend 
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Tabelle XVIII. 











Milchsauremenge 
Nr. Art der Tierkohle Material Reaktion Tierkohles —.. zuriickgehalten 
4 mg ; a mg y mg , ® > 
1 Merck (gereinigt) ».™/20) 4,23 360 063 148 
eis ? ; werk | 4298 296 127 30,0 
sauer 
si , ;: lat 360 | 063 148 


nétig, die in der Tierkohle aufgenommene Milchsiure durch Aus- 
waschung mit irgend einem Lésungsmittel befreien zu kénnen. Demnach 
haben wir folgenden Versuch angestellt. 


Wir haben die Milchsaéurelésung mit Natriumcarbonat stark 
alkalisch gemacht, gekocht, mit 0,2 g Tierkohle vermischt, dann durch 
ein Allihnsches Asbestfilter filtriert und mit Wasser gewaschen. Wir 
verglichen dann den Gehalt an Milchsiure im Filtrat bei den verschie- 
denen Proben. Die Daten sind in der Tabelle XIX verzeichnet. 


Tabelle XIX. 








Milchsauremenge 
Nr. Waschfliissigkeit aiidine Behandlung | Ausbeute 
mg mg 9% 
1 heiBes Wasser 5,35 5,22 97,5 
2 kalte Nag O3-Lésung 5,35 5,03 94,0 
3 heiBe Na, CO ,-Losung 5,35 5,35 100,0 
4 » A 5,35 5,45 100,90 
5 . ° 5,35 5,31 99,3 


Auf Grund dieser Versuche kénnen wir sagen, da die durch 
Tierkohle adsorbierte Milchsiure durch Auswaschen mit warmer 
Natriumcarbonatlésung vollkommen herausgezogen werden kann. 
Dabei geht keine emulsionsbildende Substanz in Lésung (s. Tabelle XX). 


Tabelle XX. 





Menge Menge der 


Nr. Material der Lésung Tierkohle —— Eiweif 
com 
| 
1 0,1% Eiweiblésung | 20 2 _ _ 
2 Harn 20 02 | — -- 
3 n. 20 0 + — 
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Man kann die Extraktion der durch Tierkohle zuriickgeh lItenen 
Milchsiure ebensogut mit Lithiumcarbonat wie mit Soda erzielen; 
am praktischsten fiigt man das iiberschiissige Lithiumcarbonat von 
vornherein zu der zu priifenden Fliissigkeit. Dann gelangt man durch 
alleinige Auswaschung mit Wasser zum Ziel. Um die Sache nochmals 
klarzulegen, haben wir 10 ccm Milchsaurelésung mit 13,95 mg reiner 
Milchsaure sowie mit 0,2 g Lithiumcarbonat und 1 g Tierkohle ver- 
setzt, gekocht, durch ein Allihnsches Asbestfilter abfiltriert, mit etwa 
60 ccm destilliertem Wasser gewaschen. Die Milchsiure im Filtrat 
wird dann quantitativ bestimmt. Durch diese Behandlung erhielten 
wir 13,95 und 13,99 mg Milchsaure. Die Resultate sind also ohne 
weiteres befriedigend. 


Wir haben dann dieselben Versuche unter Benutzung von Kalk- 
milch, Kalium- bzw. Natriumcarbonatlésung anstatt des Li,CO, 
angestellt. Die Resultate sind wie folgt verzeichnet. 


Tabelle XXI. 

















Milchsaure 
Nr. ee Pe Hy ho va : 
. nornnanignane der Behendiung der Rchentiens Ausbeute 
mg mg 9 
1 Kalkmilch 13,95 13,97 100.0 
2 m/10 KC Os 13,95 14,00 100.7 
3 m/10 NayC Os 13,95 13,60 97,0 
4 m/10 LigCOs 13,95 13,99 100,4 


Um die Genauigkeit unserer Methode weiter zu priifen, bestimmten 
wir die Milchsaure einerseits im Rinderblute und andererseits in dem 
mit einer bestimmten Menge von Milchsaéure versetzten Blute. Die 
Resultate sind in Tabelle X XII zusammengestellt. 


Tabelle XXII. 








Milchsaure Milchsaure wiedergefunden 
> a sem a Vv 1 st 
Nr. Blutmenge zugesetzt Pe eons dl st "i erlus 
ccm mg mg i 9/9 

1 10,0 0 2,22 
2 10,0 0) 2,37 
3 10,0 0 2,42 
4 10,0 6,27 8,62 6.29 100,36 + 0,36 
5 10,0 6,27 8,62 6,29 100,36 + 0,36 
6 10,0 6,27 8,58 6,25 99,76 — 0,24 
7 10,0 6,27 8,47 6,14 98,06 — 1,94 
8 10,0 6,27 8,58 6,25 99,76 — 0,24 


Mittel : 10,0 6,27 8,574 6,244 99,46 — 0,64 
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c) Quantitative Bestimmung der Milchsdure im Harn. 


Um die Milchsiure im Harn zu bestimmen, hat Schnyer (19) 
von der Oxalsiure im Harn befreit, durch Kochen des _ Filtrats 
unter Zusatz von Saure das Aceton und die Acetessigsiure verjagt. 
Gips zugesetzt und getrocknet, dann im Soxhlet-Apparat extrahiert. 
Die so abgetrennte Milchséure wird nun zu Kohlenstoffmonoxyd 
oxydiert und das entstandene CO volumetrisch gemessen. Ishihara 
hat die emulsionsbildende Substanz im Harn mit Phosphorwolframsaure 
entfernt, mit dem Lindtschen Apparat extrahiert und die Milchsaure 
nach v. Fiirth-Charnass ermittelt. 


Wir kochten etwa 20 cem Harn unter Zusatz von 0,5 g Lithium. 
carbonat und 1 g Tierkohle ein paar Minuten, filtrierten mit Allihnschem 
Asbestfilter wie beim Blute, wuschen, sduerten das Filtrat stark mit 
Phosphorsaure an, extrahierten 4 bis 5 Stunden lang im Kumagawa- 
Sutoschen Fliissigkeitsextraktor und bestimmten die Milchsiure wie 
iiblich. 


Wie aus Tabelle XXIII ersichtlich ist, ergab unser Verfahren auch 
beim Harn befriedigende Resultate. 


Tabelle XXIII. 














whichis I Ausbeute der extrahierten 
Nr. Harnmenge —— a l Verlust 
: sugesetst po ol mg | %, 
ccm Die... Gas... eee a OGG MIRES i 9 

1 20,0 0 0,72 

2 20,0 0 0,72 

3 20,0 0 0,63 

4 20,0 6,27 7,06 6,39 102,0 + 2,0 

5 20,0 6,27 7,93 6,26 99,8 — 0,2 

6 20,0 6,27 7,02 635 | 1013 | +13 
Mittel : 20,0 6,27 7,00 6,31 100,7 + 0,7 


7. Zusammenfassung. 


1. Der von uns verbesserte Apparat fiir die Milchsaurebestimmung 
(Abb. 2) ist in der Konstruktion und Handhabung einfacher als der 
von v. Fiirth und anderen. 


2. Nach unserem Kohlensiureverfahren kann man die weiter 
eintretende Oxydation des Aldehyds, der aus der Milchsaure entsteht, 
vollkommen verhindern. 

3. Zum bequemen Aufbewahren der Bisulfitlésung, die zur Bindung 


des Aldehyds dient, darf man sie am besten mit CO, sattigen und 
in CO,-Atmosphare aufbewahren. 
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4. Beim Gebrauch des Fliissigkeitsextraktors nach Kumagawa- 
Suto kann man in 3 bis 5 Stunden die im Material enthaltene Milch- 
siure ganz glatt und vollstandig extrahieren. Der Extraktor mu8 
selbstverstandlich genau nach der Vorschrift (s. Abb. 3) angefertigt sein. 


5. Nach dem von uns verbesserten Verfahren kann man noch 
1 mg Milchsaure in den tierischen Geweben und Korperfliissigkeiten 
mit geniigender Genauigkeit bestimmen. 


Tabelle XXIV. 








Milchsaure 
Material zugesetzt wiedergefunden Differenz 
mg % %F 
Muskel ... . etwa 55 | 99,50 05 
Blut . 5 | 99.45 0.5 
Harn 5 100,70 0,7 


Zum SchluB sei es uns gestattet, Herrn Prof. K. Suto, der uns bei 
der Ausfiihrung dieser Arbeit stets in liebenswiirdiger Weise ge- 
leitet und unterstiitzt hat, unseren herzlichsten Dank auszusprechen. 
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Wirkungsmechanismus 
der Muskel-phosphatese, -cozymase und des Insulins. 


Von 
J. Bodnar und Béla Tanké. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen.) 
(Eingegangen am 30. April 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Theoretischer Teil. 
Die Erklarung jener wichtigen Rolle, welche die Phosphorsiure 
im Kohlehydratstoffwechsel der pflanzlichen und tierischen Organismen 
spielt, war in den zwei letzten Jahrzehnten ein Hauptstreben der bio- 
chemischen Forschungen. 


Die Teilnahme der Phosphorséure an den Zuckerabbauprozessen 
(alkoholische Garung, Glykolyse) besteht darin, da®B sie auf fermentativem 
Wege in organische Form iibergefiihrt bzw. mit Zucker esterifiziert wird 
und verschiedene Hexose-phosphorséure-ester entstehen; neuere Unter- 
suchungen beweisen, daB bei dem Zuckerabbau héherer Pflanzen! sowie 
gewisser Bakterien (Propionséure- und Milchséuregérung*) die Phosphor- 
séure eine abnliche Rolle spielt. Die Untersuchungen, welche eine Auf- 
klarung des feineren Mechanismus verschiedener Zuckerabbauprozesse 
erzielten, haben beziiglich der Esterifizierung der Phosphorséure, der 
..Phosphorylierung*‘, zur Erkennung auffallender Analogien gefiihrt®. 

Den von Iwanoff*, Harden und Young® in girenden Zuckerlésungen 
aufgedeckten Zucker-phosphorséure-ester hat Young® als einen Hexose- 
di-phosphorséure-ester erkannt, ein Befund, der von Neuberg und seinen 


1 J. Bodnar, diese Zeitschr. 165, 1, 1925. 

2 A.J. Virtanen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 136, 1924; 148, 71, 
1925; Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, 696, 2441, 1925; A. J. Virtanen und 
H. Karstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 1, 1928. 

3’ Durch neuere, noch nicht publizierte Untersuchungen von Bodnar 
wurde bewiesen, daf bei der im Erbsenmehlbrei sich vollziehenden 
Phosphorylierung ein Hexose-phosphorséure-ester entsteht, welcher mit 
jenem der Hefegaérung identisch zu sein scheint. 

4 L. Iwanoff, Travaux Soc. des Naturalistes de St. Pétersbourg 1905. 

5 A. Harden und W.J. Young, Proc. Chem. Soc. 21, 189, 1905. 

6 W.J. Young, Proc. Roy. Soc. B. 81, 528, 1909; diese Zeitschr. 32, 
188, 1911. 
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Mitarbeitern! entgegen anderen Behauptungen bestatigt wurde. Di 
Synthese dieses Esters wird durch das Enzym ,,Phosphatese‘*?, der Abbau 
durch die ,,Phosphatase“* katalysiert. 

Bei der Einschaltung des Hexose-di-phosphorsaure-esters in den 
Vorgang der alkoholischen Garung ergaben sich nun _ verschiedene 
Schwierigkeiten, auf Grund deren besonders Neuberg* die Auffassung 
betont hat, da die Ansammlung von Hexose-di-phosphorsaure-ester 
nicht als eine normale Erscheinung der alkoholischen Garung betrachtet 
werden kann, ohne dadurch die wichtige und unentbehrliche Rolle 
der Phosphorsaure bei der alkoholischen Garung bezweifelt zu haben. 
Die Richtigkeit dieser Annahme Neubergs wurde durch neuere For- 
schungen auf dem Gebiete der Phosphorylierung in jeder Hinsicht 
bewiesen. 


Harden und Robison® isolierten aus einer durch Hefeprebsaft garenden 
Zuckerlésung einen Hexose-phosphorséure-ester, welcher von Robison* 
als ein Hexose-mono-phosphorsaure-ester (Robisonscher Ester) identifiziert 


wurde. Der Neubergsche Hexose-mono-phosphorséure-ester, durch partielle 


Hydrolyse des Hexose-di-phosphorséure-esters vermittelst Sauren her- 
gestellt (Newbergscher Ester’), ist isomer mit dem Robisonschen Ester. 
Diese Mono-ester stellen keine einheitlichen Verbindungen dar, indem 
sie zweierlei Zucker, Aldose und Ketose, enthalten, und zwar iiberwiegt 
im Robisonschen Ester die Aldose-, im Neubergschen Ester die Ketose- 
komponente®; die Untersuchungen von Meyerhof und Lohmann® sprechen 
dafiir, daB ein Hexose-mono-phosphorséure-ester schon mit mehr Recht 
als ein normales Zwischenprodukt der alkoholischen Géarung angesehen 


werden kann, und daB man mit der Einschaltung des Mono-esters auch die 


notwendige Bildung des Hexose-di-phosphorséure-esters erklaéren kann, 
ohne letzteren als ein Zwischenprodukt der alkoholischen Garung_ be- 
trachten zu miissen. 

DaB die Phesphorséure auch bei der Glykolyse, d. h. bei der Milch- 


* siurebildung in tierischen Zeljen eine wichtige Rolle spielt, dafiir haben 


Untersuchungen von Embden und seinen Mitarbeitern ' die ersten Angaben 
geliefert. 


1 C. Neuberg, E. Farber, A. Levite und E. Schwenk, diese Zeitschr. 83. 
244, 1917. 

2 H. Euler und S. Kullberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 15, 1911. 

3 A. Harden und W.J. Young, Proc. Roy. Soc. B. 82, 321, 1910. 

4 C. Neuberg, diese Zeitschr. 103, 320, 1920; C. Neuberg und J. Leibo- 
witz, ebendaselbst 184, 489, 1927. 

5 A. Harden und R. Robison, Proc. Roy. Soc. 30, 16, 1914. 

® R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922; 17, 286, 1923. 

7 C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 432, 1918. 

8 CO. Neuberg und J. Leibowitz, ebendaselbst 184, 489, 1927; K. Salinninn. 
ebendaselbst 194, 306, 1928. 

® O. Meyerhof, Naturwiss. 14, 1175, 1926;O. Meyerhof und K. Lohmann. 
ebendaselbst 14, 1277, 1926; diese Zeitschr. 185, 111, 1927. 

10 G. Embden, W.Griesbach und E. Schmitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
93, 1, 1914/15. 
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Sie fanden, daB im Muskelprefisaft gleichzeitig mit der Milchséure 
(und zwar in aquimolekularer Menge) auch Phosphorsiure entstand. Da 
durch zugesetzten Hexose-di-phosphorséiure-ester im MuskelpreBsaft die 
Menge der Milchséiure und Phosphorséure erheblich gesteigert wurde, 
haben die genannten Forscher den SchluB gezogen, daB diese Séuren 
gemeinsamer Herkunft sind und durch die Spaltung eines im Muskel- 
prebsaft vorhandenen, ,,Lactacidogen‘* genannten Zucker-phosphorsiure- 
esters zustande kamen. Die Milchséure wird also in der Muskulatur aus 
dem Zucker nicht direkt, sondern durch Vermittlung eines Zucker-phosphor- 
sdure-esters gebildet. 

Um die Esterifizierung der Phosphorséiure nachweisen zu kénnen, 
ist es notwendig, daB die Synthese von Zucker-phosphorséure-ester schneller 
verlauft als seine Spaltung. Das ist bei der Hefe der Fall, aber Embden 
und seine Mitarbeiter! bemerkten erst dann eine Esterifizierung (Abnahme 
der anorganiscken Phosphorséure), als sie zu dem Muskelbrei oder Muskel- 
preBsaft NaF und besonders, wenn sie Glykogen + NaF zusetzten (zur 
Phosphorylierung lieferte das Glykogen den Zucker). Die Rolle-des NaF 
bei der Phosphorylierung ist auf Grund der Versuche HLulers und seiner 
Mitarbeiter 2, ferner Meyerhofs*® so zu erklairen, daB das NaF seine Wirkung 
nicht unmittelbar, also nicht durch Beschleunigung der Phosphorylierung, 
sondern durch die Hemmung der Spaltung des gebildeten Phosphorsaure- 
esters ausiibt; auf die Verzuckerung des Glykogens dagegen iibt das NaF 
keinen EinfluB aus‘. 

Beziiglich der genaueren Zusammensetzung des Lactacidogens haben 
jingst Embden und Zimmermann® aus frischem Muskel einen Hexose- 
phosphorsaure-ester dargestellt, welcher sich als ein Hexose-mono-phosphor- 
siure-ester erwies, der aber mit dem Newbergschen und mit dem Robison- 
schen Ester nicht identisch war, weshalb Embden die Benennung ,,Lacta- 
cidogen** fiir diesen aus frischem Muskel gewonnenen Hexose-mono- 
phosphorsaéure-ester beizubehalten wiinscht. 

Es gelang Meyerhof*, durch isoyonische KCl-Lésung oder durch 
destilliertes Wasser bei etwa 0° Temperatur aus der Muskulatur (Frosch, 
Meerschweinchen) einen kohlehydratfreien Extrakt zu gewinnen, welcher 
in sehr wirksamer Form den milchséurebildenden Enzymkomplex enthielt’. 


1G. Embden und E. Lehnartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 243, 
1924; G. Embden, A. Abraham und H. Lange, ebendaselbst 136, 368, 1924; 
G. Embden und C. Haymann, ebendaselbst 187, 154, 1924; A. Abraham 
und P. Kahn, ebendaselbst 141, 161, 1924. 

2 H. Euler, K. Myrbdck und S. Karlsson, ebendaselbst 148, 243, 1925. 

3 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 462, 1926; F. Lipmann, ebendaselbst 
196, 3, 1928. 

4 K. Lohmann, ebendaselbst 178, 453, 1926. 

5 G. Embden und M. Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 
114, 1927. 

6 O. Meyerhof, Naturwiss. 14, 196, 1926; diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 

7 Als erste hatten Stoklasa und seine Mitarbeiter aus tierischen Organen 
ein solches Emzympréaparat dargestellt, welches aus Glucose Milchséure - 
dabei auch CO, und Alkohol — bildete. Euler und seine Mitarbeiter haben 
aus Muskulatur mit Alkohol und Ather ein Trockenpraparat (Muskel- 
pulver) dargestellt, welches aus Glykogen Milchséure bildete. Brugsch und 
Horsters konnten in aus Muskel und Leber nach Euler gewonnenen Trocken- 
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Durch diesen Extrakt wurden Hexose-phosphorsiéure-ester (Mono- und 
Di-ester) und Glykogen intensiv gespalten (auf Hexosen erwies sich dies:: 
Extrakt aber nur in Gegenwart eines gewissen, aus Hefenautolysat he: 
gestellten Aktivators wirksam), wobei sich Milchséure in erheblicher Menge 
bildete und Phosphorséiure auch ohne Zusatz von NaF esterifiziert wurde. 

Es erwies sich dieser keine Zellelemente enthaltende Muskelextrak: 
fir die Zwecke der Erklarung des Chemismus der Glykolyse bzw. de: 
Phosphorylierung besonders geeignet. Nach Meyerhof! volizieht sich die 
Esterifizierung der Phosphorséure und die Zersetzung des Esters in zwei 
Phasen: in der ersten Phase (1) werden zwei Molekiile Glucose mit zwei 
Molekiilen Phosphorsaure esterifiziert, und es entstehen zwei Molekiile aktivey 
Hexose-mono-phosphorsaéure-esters, von welchen das eine Molekiil rasc}, 
zerfallt (Produkt der Spaltung ist Milchséure), das andere aber die vom 
ersten abgespaltene Phosphorséure aufnimmt und als Hexose-di-phosphor- 
sdure-ester stabilisiert wird. In der zweiten Phase (11) zerfallt der Hexose- 
di-phosphorséure-ester — langsamer als der Mono-ester — in Milchséure 
und Phosphorséure. Der Hexose-di-phosphorséure-ester ware demnach 
nichts anderes als eine Stabilisierungsform der labilen, rasch zerfallenden 
und als Zwischenprodukt zu betrachtenden Hexose-mono-phosphorsaure. 

Im Zusammenhang mit den Studien tiber Glykolyse wandte sich 
Meyerhof auch dem Problem der Phosphorylierung bei der alkoholischen 
Gairung zu und gelangte zu der iiberraschenden Annahme, da die Ein- 
schaltung der Phosphorséiure in den GéarungsprozeB in derselben Weise 
wie bei der Glykolyse erfolgt, so daB der Hexose-mono-phosphorsaure-este1 
als ein wichtiges Zwischenprodukt der alkoholischen Garung in Betracht 
gezogen werden kann. Auf interessante und originelle Weise, doch etwas 
von Meyerhof abweichend, wird von Euler und Myrbdck? die Phosphory- 
lierung und ihre Stelle im GérungsprozeB erklart, worauf wir spater noch 
zuriickkommen werden. 

Zur Erkennung des Mechanismus der alkoholischen Giarung war 
Harden und Youngs* Entdeckung des Coenzyms (Co-Zymase)*, der 
Zymase bzw. Apo-Zymase (Neuberg®). ein sehr bedextender Fortschritt. 


Beziiglich der Reindarstellung der Hefencozymase und der Erklarung 


ihrer niheren chemischen Eigenschaften haben sich Euler und M yrbdck® grolie 


préparaten die Anwesenheit eines glykolytischen Enzyms nicht sicher 


nachweisen, sie untersuchten aber die Wirkung des Praparats — mit Aus- 
nahme eines einzigen Falles — nur auf Glucose und nicht auf Glykogen 
(Literatur in C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl. 
S. 1530, 1531, 1926, und J. Stoklasa, diese Zeitschr. 183, 461, 1927). 

1 O, Meyerhof, Naturwiss. 14, 757, 1175, 1926; diese Zeitschr. 17s, 
462, 1926; 183, 176, 1927; O. Meyerhof und K. Lohmann, 1. ¢. 


2 H. Euler und K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 236, 1927: 


Ann. d. Chem. 464, 56, 1928. 

3 A. Harden und W.J. Young, Proc. Roy. Soc. 77, 405, 1906. 

4 Dieselben, Zeitschr. f. physiol. Chem. 139, 15, 1924. 

5 OC. Neuberg, Handbuch d. Biochemie. 2. Aufl. Band IX, 456, 1924: 
C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 161, 244, 1925. 

® H. Euler und K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 181 bis 177, 
1923 bis 1927; H. Euler, K. Myrbdck und R. Nilsson, Ergebn. d. Physiol. 
26, 557, 1928. 
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Verdienste erworben. Euler und Gard! haben mit Hilfe des Reinigungs- 
verfahrens fiir die Hefencozymase auch aus der Muskulatur ein Cozymase- 
praparat in sehr reinem Zustande (ACo = 23000) dargestellt. 


Es besitzt aber nicht nur die alkoholische Garung eine thermostabile 
Cozymase, denn Meyerhof? wies das Vorhandensein einer solchen auch 
bei der Glykolyse nach, als er beobachtete, daB der mit Wasser ausgewaschene 
Muskel keine Milchséure bildet, nach Hinzufiigen von Muskelkochsaft 
aber die Milchséurebildung im ausgewaschenen Muskel wieder eintritt. 
Meyerhof* beobachtete beim Extrahieren des glykolytischen Enzyms mit 
K Cl-Lésung aus der Muskulatur, da8 sich der Muskel mehrmals extrahieren 
laBt, ohne dabei eine merkliche Abnahme des Enzymgehalts der Extrakte 
zu finden; dagegen kann aber die Cozymase durch zweimaliges Extrahieren 
aus dem Muskel vollkommen herausgelést werden. Dieser dritte cozymase- 
freie Extrakt bildete mit Glykogen allein keine Milchséiure, nach Zugabe 
von Glykogen und Muskelkochsaft wurde aber die Milchséurebildung 
wieder in Gang gesetzt. Jiingst bewies Meyer4, daB der aus Muskel ge- 
wonnene Extrakt auch durch Dialyse von der Cozymase befreit werden 
kann, und daB man die milchséurebildende Fahigkeit des dialysierten 
Extrakts nicht nur durch Muskelkochsaft, sondern auch durch eingeengtes 
Dialysat wieder herstellen kann. 


Euler und seine Mitarbeiter® fanden, daB ein aus bei 0°C aufbewahrter, 
frischer Muskulatur hergestelltes Trockenpréparat das Glykogen kaum 
spaltete, nachdem in der Muskulatur die Cozymase wahrend des Stehens 
gréBtenteils vernichtet wurde. Es ist sehr interessant, da®B eine gereinigte 
Cozymase, aus Muskulatur dargestellt, sich auf das so gewonnene co- 
zymasefreie Trockenpréparat als wirkungslos erwies®*. Wie der Hefenkoch- 
saft in diesem Falle wirkte, werden wir spiter erwéhnen. 

Die Versuche von Virtanen (1. ¢.) sprechen dafiir, daB sich die Propion- 
siure- und Milchséuregérung ohne Cozymase auch nicht vollziehen kann. Ein 
gewaschenes Trockenpraparat aus Milchséurebekterien (Bacterium casei €) 
spaltete keinen Zucker, es wurde aber durch' Zugabe von Waschwassev 
oder Kochsaft (aus dem wirksamen Bakterientrockenpréparat) eine 
Aktivierung erreicht. 

Bodnar und Hoffner? gewannen aus Erbsenmehl durch Dialyse ein 
solches Mehl, welches sich als inaktiv erwies, aber durch die Wirkung des 
Erbsenmehlkochsafts aktiviert wurde und erhebliche Mengen von CO, 
und Alkohol bildete. Dieser Befund wurde jiingst auch durch die Versuche 
von Zaleski und Pissarjewski® bestatigt. 


1 H. Euler und S. Gard, Svensk. Kem. Tidskr. 40, 99, 1928. 

2 O. Meyerhof, Piliigers Arch. 188, 114, 1921. 

3 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 

4 K. Meyer, ebendaselbst 183, 216, 1927. 

5 H. Euler und S. Proffe, Svensk. Kem. Tidskr. 89, 295, 1927; 
H. Euler, E. Brunius und S. Proffe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 
170, 1928. 

6 H. Euler und S. Gard, 1. c¢. 

7 J. Bodnar und P. Hoffner, diese Zeitschr. 165, 145, 1925. 

8 W. Zaleski und O. Pissarjewski, ebendaselbst 189, 39, 1927. 
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Beziiglich der groSen Ahnlichkeit des Chemismus der alkoho 
lischen Garung und der Glykolyse ist ein wichtiger Beweis 
daB- die Hefen- cozymase und die tierische Cozymase in 
ihren Eigenschaften itibereinstimmen und sich gegenseitig ersetzen 
konnen. 


Zuerst wies Meyerhof! nach, dab durch Kochsafte (= tierische Cozymase 
aus verschiedenen tierischen Organen (Muskel, Leber, Milz, Lungen) ein 
von dem Cozymasegehalt durch Ultrafiltration und Auswaschen befreite: 
Mazerationssaft (= Hefen-Apozymase) aktiviert wurde; die tierische 
Cozymase wirkte also als Hefencozymase auf die Hefenapozymase vin 
Jiingst haben Euder und Runehjhelm? mit geeigneter feiner Methodik (Mikro- 
girmethode) Untersuchungen iiber den Cozymasegehalt in Organen ver- 
schiedener Tiere durchgefiihrt; den héchsten Gehalt an Cozymase haben 
sie in den Nieren und in der Leber gefunden. Euler und Nilsson® bewiesen. 
daB die roten Blutkérperchen auch Cozymase enthalten, daB es davon 
aber im Blute der Saéugetiere weniger gibt als im Blute der Taube, zwischen 
dem Cozymasegehalt diabetischen und gesunden Menschenblutes abe 
kein Unterschied besteht. Nach Meyers (|. c.] Untersuchungen gewinnt die 
gewaschene Acetonhefe ihre Aktivitat (CO,-Produktion) nicht nur durch 
einen rohen Muskelkochsaft zuriick, sondern auch durch ein aus Muskel.- 
kochsaft gewonnenes phosphatfreies, gereinigtes Cozymasepraparat. Meyer- 
hof* bewies die Reversion dieser Erscheinung auch, als er den cozymase- 
freien Enzymextrakt aus Muskel (III. Extrakt) nach Zusatz von Kochsaft 
aus Acetonhefe und Glykogen zur Milchséurebildung veranlassen konnte. Euler 
und Gard (1. c.) wiesen nach,. daB gewaschene Hefe durch gereinigte Muske!- 
cozymase stark aktiviert wird. Euler und seine Mitarbeiter (1. c.) machten dic 
Beobachtung, daB im cozymasefreien Trockenmuskel (hergestellt aus bei 
0° 4 Tage lang aufbewahrtem frischen Muskel) durch hinzugefiigten Hefen 
kechsaft und Glykogen Milchséure in erheblicher Menge erzeugt wurde, 
was beim Zusatz von Glykogen allein nicht der Fall war. Wurde statt 
des Hpfenkochsafts gereinigte -Hefen-cozymase gebraucht, so bildete sich 
in einzelnen Fallen. keine Milchséure, woraus folgt, da die Milchsaure- 
bildung im Trockenmuskel auBer der Cozymase auch noch eines anderen 
Aktivators bedarf, welcher in gewissen Fallen aus dem Trockenmuske! 
fehlen kann; dieser Aktivator ist mit dem von Meyerhof aus Hefenautolysat 
dargestellten Aktivator identisch, da ein mit gereinigter Hefen-cozymase 
nicht reagierendes cozymasefreies Trockenpréparat nach Zugabe von 
Meyerhofschem Aktivator aus Glykogen — oder noch besser aus Glucose 
Milchséure produziert. 

Nach den Versuchen von Virtanen® kann auch die Cozymase de: 
Milchséuregirung durch Hefen- oder Muskelcozymase ersetzt werden. 


In den letzten Jahren bildete éfters den Gegenstand der Unter- 
suchungen, die nahere Aufgabe der Cozymase zu erforschen, bzw. 


O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 165, 1918; 102, 1, 191s. 
2 H. Euler und D. Runehjhelm, ebendaselbst 165, 306, 1927. 
3 H. Euler und R. Nilsson, ebendaselbst 162, 63, 1926. 
4 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
5 4.J. Virtanen, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 2441, 1925. 
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in welcher Phase des Zuckerabbaues die Cozymase ihre Wirkung 
austibt. 


Seit den Versuchen von Newberg und Rosenthal’ ist es bekannt, 
daB Brenztraubensiure durch Carboxylase auch ohne Cozymase ge- 
spalten wird, die Rolle der Cozymase ist also in der Phase Zucker — 
Brenztraubensaure zu suchen. Ferner wurde bereits aus den Versuchen 
von Harden und Young? klar, daB die Esterifizierung der Phosphorsaure 
ohne Cozymase nicht vor sich gehen kann. Zuerst wurde von Fuler 
und Myrbdck*® bewiesen, dafB die Bildung des Phosphorsiure-esters 
aus Zucker, oder eine der Esterifizierung vorangehende Umwandlung 
des Zuckers als jene Phase der alkoholischen Girung zu betrachten 
ist, die die Anwesenheit der Cozymase nicht entbehren kann. Nach 
den Versuchen von Newberg und Gottschalk* verlor die stark phosphory- 
lierende Aceton-Unterhefe durch Auswaschen ihre esterifizierende Eigen- 
schaft, gewann sie aber nach Zusatz von Hefenkochsaft (— Cozymase) 
wieder zuriick. Die Aceton-Oberhefe hat urspriinglich keine Phosphor- 
siure esterifiziert (auch hat sie keinen Zucker vergoren), was auf Mangel 
an Cozymase zuriickzufiihren war, da sie nach Zugabe von Hefenkochsaft 
eine starke Esterifizierung zeigte*. Alle diese Versuche beweisen, daB 
..die Phosphorylierung bzw. die sie einleitende Umwandlung des Zucker- 
molekiils an die Anwesenheit von Coferment gebunden ist‘*, die Co- 
zymase also die Rolle einer Co-Phosphatese® einnimmt. 


Betreffs der Aufgabe der Cozymase in der Hefegiirung fiihrten 
die neueren Untersuchungen von Zuler und seinen Mitarbeitern zu 
originellen und héchst interessanten Feststellungen. 


Myrbdck und Jacobi® fanden, daB die Dismutation des Acetaldehyds 
durch Trockenhefe eines aus der Trockenhefe auswaschbaren, thermo- 
stabilen, ,,.Comutase*‘ genannten Aktivators bedarf; nach Untersuchungen 
von Euler und M yrbdck’ ist die Comutase mit der Cozymase in jeder Hinsicht 
identisch, und die Cozymase wirkt bei der Garung in einer der Acetaldehyd- 
dismutation &ahnlichen Reaktion, also als eine Comutase. Nach den ge- 
nannten Forschern® vollzieht sich die Anfangsperiode der Gérung in der 
Weise, daB der Zucker mit der Phosphorséure esterifiziert wird und ein 
Hexose-mono-phosphorsaure-ester (Robisonscher Ester) entsteht, wozu 


1 C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 128, 1913; 61, 171, 
1914; 88, 202, 1918. 
2 A. Harden und W.J. Young, Proc. Chem. Soc. 21, 189, 1905. 
3’ H. Euler und K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 15, 1924. 
4 A. Gottschalk und C. Neuberg, diese Zeitschr. 154, 492, 1924; C. Neu- 
berg und A. Gottschalk, ebendaselbst 161, 244, 1925. 
5 A. Gottschalk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 170, 264, 1927. 
K. Myrbdck und W. Jacobi, ebendaselbst 161, 245, 1926. 
H. Euler und K. Myrbdck, ebendaselbst 165, 28, 1927. 
8 Dieselben, ebendaselbst 167, 236, 1927; Ann. d. Chem. 464, 56, 1928. 
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die Anwesenheit der Cozymase nicht notwendig ist!; dann werden 2 Molekiil« 
Hexose-mono-phosphorséiure-ester unter dem EinfluB der im Zymase- 
komplex vorhandenen Mutase dismutiert. Die Mutation findet in der Mitte 
der 2 Molekiile Hexose-mono-phosphorséure-ester statt, und es entstehen 
2 Molekiile 3-Kohlenstoffkérper, die vergéren, ferner 2 Molekiile Triose- 
phosphorsaure-ester, welche sich zu einem Hexose-di-phosphorséure-este: 
vereinigen. Diese Dismutation kann nur in Anwesenheit von Cozymase 
vor sich gehen, die Cozymase iibt also ihre Wirkung als Comutase aus. Die 
Bildung von Hexose-di-phosphorséure-ester hangt demgema&B mit der 
Gérung eng zusammen, d. h. dieser Ester kann nur dann entstehen, wenn 
der als Zwischenprodukt auftretende Hexose-mono-phosphorsaure-este: 
gespalten wird, 


Wollen wir uns den Gang der Phosphorylierung und die Rolle der 
Cozymase auch bei der Glykolyse nach der Theorie von Euler und Myrbdck 
vorstellen, so miiBte der sich im Muskel unter NaF-Zusatz anhaufende 
Phosphorsiure-ester — wenigstens zum groBen Teile — ein Mono-ester 
sein (durch NaF wird die Spaltung des Mono-esters gehemmt und damit 
auch die Bildung von Di-ester); nach Untersuchungen von Embden und 
Laquer*® entsteht aber in der, mit NaF aufbewahrten Muskulatur eine 
Hexose-di-phosphorséure. Da Euler und seine Mitarbeiter (1. c.) fanden, dai 
das NaF auch in der Trockenhefe die Anhaufung des Phosphorséure-esters 
bewirkt, wire es von hohem Interesse, in der Richtung Untersuchungen 
durchzufiihren, was fiir eine Zusammensetzung der bei Trockenhefe 
durch NaF-Wirkung gebildete Phosphorséure-ester hat. 


Im Zusammenhang mit der Rolle der Cozymase galt es als eine 
lang diskutierte Frage, ob der aus dem Hexose-di-phosphorsaure-ester 
durch Phosphorsaureabspaltung entstandene Zucker unmittelbar (ohne 
Cozymase) oder durch eine vorangehende Phosphorylierung (unter 
Mitwirkung der Cozymase) abgebaut wird. 


Nach Untersuchungen von Harden und Young (1. ¢c.), Euler und M yrbdck 
(l.¢.) sowie Gottschalk (|.c. vergairt der Hexose-di-phosphorséure-ester nur 
in Anwesenheit von Cozymase. Nach Meyerhof* wird der Hexose-di-phosphor- 
séure-ester bei der Hefegiirung sowie bei der Glykolyse auch ohne Cozymase 
[durch ,,cofermentfreien Muskelextrakt‘‘ und ,,annéihernd cofermentfreie 
Zymase (mehrfach gewaschene Acetonhefe“)] vergoren; jiingst wird die 
Anwesenheit einer kleinen Cozymasemenge auch von Meyerhof* fiir not- 
wendig gehalten (,,nicht véllig cofermentfrei‘). 


Nach den Befunden von Neuberg und Gottschalk® gewinnt die nicht 
phosphorylierende Aceton-Oberhefe ihre Phosphorylierungsfahigkeit 


1 H. Euler und S. Kullberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 15, 1914; 
diese Zeitschr. 37, 313, 1911; H. Euler, ebendaselbst 41, 215, 1912; Nilsson, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, 1928, zit. nach H. Huler und K. Myrbdck, 1.c. 

2 G. Embden und F. Laquer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 94, 1914; 
98, 181, 1917; 118, 1, 1921. 

3 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926; 188, 176, 1927. 

4 F. Lipmann, ebendaselbst 196, 3, 1928 (s. Bemerkung von Meyerho/. 
S.5 der Mitteilung). 

5 OC. Neuberg und A. Gottschalk, 1. c. 
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nicht nur durch hinzugefiigte Hefecozymase, sondern auch durch 
tierische Cozymase zuriick, die Hefecozymase kann also auch bei der 
Phosphorylierung durch tierische Cozymase ersetzt werden. 

Beziiglich der Rolle, welche die Cozymase bei der Phosphorylierung 
in tierischen Zellen (in der Muskulatur) einnimmt, wurden bisher keine 
Untersuchungen durchgefiihrt', weshalb wir uns das eingehende Studium 
dieses Problems zur Aufgabe stellten. 

Fiir unsere Versuche gebrauchten wir Muskelbrei aus der Brust- 
muskulatur entbluteter Tauben. Unsere ersten Versuche fiihrten wir 
mit frischem Muskelbrei durch, tiberzeugten uns aber bald, dab der 
frische Muskelbrei fiir die Untersuchung der Phosphorylierung nicht 
das geeignetste Versuchsmaterial bietet, denn die Esterifizierungs- 
fahigkeit der frischen Muskulatur wird beim Stehen rasch herab- 
gesetzt?, was besonders beim Anstellen von Versuchen mit mehreren 
Proben bedeutende Fehler verursachen kann; auBerdem ist die Arbeit 
mit frischem Muskelbrei (das Abwagen der Proben) ziemlich unbequem 
und braucht zu viele Versuchstiere. Das schon erwahnte Hulersche 
Trockenpraparat (Muskelpulver), welches Huler und seine Mitarbeiter (1.c.) 
aus frischer Muskulatur (Kaninchen, Ratte) mit Alkohol und Ather 
herstellten, konnte nach Zugabe von NaF + Glykogen auch Phosphor- 
siure esterifizieren. Nach unseren Versuchen erwies sich das mit dem 
Eulerschen Verfahren aus Taubenmuskulatur gewonnene Muskel- 
pulver zum Studium der Phosphorylierung als besonders geeignet; 
das Muskelpulver bewahrt seine Aktivitét lange Zeit, und die Arbeit 
ist damit rasch und bequem. 

Die Phosphorylierungsfahigkeit des Muskelpulvers haben wir 
nach der im experimentellen Teil ausfiihrlich beschriebenen Methode 
bestimmt; die Differenz zwischen der anorganischen Phosphatmenge 
der mit Na,H PO,-Lésung — Glykogen + NaF angesetzten Muskel- 
pulver beim Beginn und nach der Versuchszeit ergab die durch das 
Pulver esterifizierte Phosphorsiure, ausgedriickt in P,O,; die P,O; 
(in Milligrammen) in den Tabellen sind auf 0,259 Muskelpulver (= 1g 
frischer Muskel) bezogen. Die Phosphorylierung kann man bei der 
frischen Muskulatur nur in Anwesenheit von NaF beobachten, das 
Muskelpulver esterifiziert —- wie es aus der Tabelle I hervorgeht — 
auch ohne NaF’, und die Phosphorylierung wird durch NaF betrachtlich 


1 G. Shinoda (diese Zeitschr. 149, 1, 1924) fand, dab der Taubenleberbrei 
auf die Wirkung von Hefeextrakt und Muskelkochsaft (in einem Falle) 
die Phosphorséure (10g Leberbrei maximal 12,7mg H,PO, = 9,2mg P,O;) 
stark esterifizierte; der Verfasser fiihrt diese Wirkung auf den Vitamin- 
gehalt des Extrakts bzw. Kochsaftes zuriick. 

2 Uber ahnliche Erfahrungen wird von A. Abraham und P. Kahn 
berichtet (Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 161, 1924). 
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gesteigert. Huler und seine Mitarbeiter fanden, daB der Zuckerabbau 
und die Milchsdurebildung im Muskelpulver durch eine Erhéhung der 
Phosphatkonzentration gesteigert werden. Aus unseren in der Tabelle II 
mitgeteilten Versuchen geht hervor, daB durch die Erhéhung der 
Phosphatkonzentration auch die Menge der esterifizierten Phosphor- 
siure vermehrt wird: 0,25 g Muskelpulver (= 1g frischer Muskel) 
esterifizierten unter den angegebenen Bedingungen maximal 11,42 mg 
P,0,, also eine sehr bedeutende Menge ; eine Phosphorylierung so hohen 
Grades unter Wirkung der tierischen Phosphatese hat noch niemand 
bisher nachgewiesen. Wie es die Daten der Tabelle II zeigen wurde 
die Phosphorylierung durch zugesetzten Muskelkochsaft nur bei héheren 
Phosphatkonzentrationen etwas gesteigert, was so erklart werden kann, 
da das Pulver die Cozymase in optimaler Menge enthielt; ahnliche 
Befunde wurden von Euler und Nordlund: iiber die Hefe mitgeteilt, 
indem die zugesetzte Cozymase die Phosphorylierungsfihigkeit der 
Trockenhefe nur in geringem Mabe steigerte. Wenn wir die esterifizierte 
P,O;-Menge unserer in verschiedenen Phosphatkonzentrationen an- 
gestellten Versuche und die zugehérigen Phosphatkonzentrationen, 
d.h. die P,O;-Mengen der 0 Stunden, in einem rechtwinkligen Ko- 
ordinatensystem darstellen, wird durch die so erhaltenen Phosphat- 
kurven (Abb. 1) gezeigt, daB die Esterifizierungsfahigkeit des Muskel- 
pulvers bis zu einer gewissen Grenze beinahe proportional mit der 
Phosphatkonzentration wachst. In Abb. 1 ist anschaulich die Wirkung 
des Muskelkochsaftes auf die Phosphorylierung des Muskelpulvers 
dargestellt. 
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x—— Muskelpulver. ©-- © Muskelpulver + Muskelkochsaft. 


! H. Euler und F. Nordlund, Zeitschr. f. physiol. Chem. 116, 229, 1921. 
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erabbau Schon Euler und seine Mitarbeiter (1. c.) warfen die Frage auf, ob 
ung der beim: Muskelpulver eine lésliche Cozymase bei der Phosphorylierung mit- 
vbelle Ti wirkt. Vor dem Studium dieses Problems miiBten wir uns zuerst dariiber 
ing der orientieren, ob beim Auswaschen der Cozymase aus dem Pulver die 
10sphor- Glykogenase nicht véllig in Lésung gehe ; denn wiirde das ausgewaschene 
Muskel) Muskelpulver keine Glykogenase enthalten, so kénnte aus dem vor- 
1.42 mg handenen Glykogen kein Zucker entstehen und wegen Mangel an Zucker 
0 hohen die Phosphorsiure nicht esterifiziert werden. Wie es unsere Versuche 
viemand zeigen, bleibt im gewaschenen Muskelpulver dazu noch genug 

wurde Glykogenase zuriick (vielleicht ein wasserunlésliches Zymogen der 
héheren Givkogenase, aus welchem dann aktive Glykogenase entsteht'), dal 
n kann, aus Glykogen Zucker entstehe. Zur Entfernung der Cozymase haben 
ihnliche wir das Muskelpulver dreimal mit destilliertem Wasser extrahiert, wie 
tgeteilt, es im experimentellen Teile niher beschrieben wird. Aus den Daten der 
eit der Tabelle III geht hervor, daB die Fahigkeit des Muskelpulvers, Phosphor- 
ifizierte siure zu esterifizieren, durch Auswaschen stark herabgesetzt wird; 
en Sn- 0,25 g gewaschenes Muskelpulver esterifizierten maximal] nur 1,58 mg 
ationen, PO; (= 0,63 °..), dagegen war das Maximum beim nativen Muskelpulver 
on Ko- (Tabelle JI) 11,42 mg P,O; (= 4,57°,,). Wenn das nach Auswaschen 
osphat- beobachtete starke Herabsetzen der Phosphorylierung im Muskel- 
Muskel- pulver auf den Mangel an Cozymase zuriickgefiihrt werden kénnte, 
nit der so miiBte durch Zugabe von cozymasehaltigem Muskelkochsaft wenig- 
Virkung stens eine partielle Aktivierung erreicht werden. Als wir anfangs noch 
lpulvers mit geringen Phosphatkonzentrationen arbeiteten (es war die P,O,- \ 


Menge in den 0 Stunden etwa 2 bis 6mg), ist es uns nicht gelungen, 
die Reaktivierung des gewaschenen Muskelpulvers nachweisen zu 
konnen; bald wurde es aber klar, daB die Wirkung des Muskelkoch- 
saftes von der gebrauchten Phosphatkonzentration abhangig ist. Aus 
den Versuchsergebnissen der Tabelle IJ] geht hervor, dab Muskel- 
kochsaft erst bei héheren Phosphatkonzentrationen das gewaschene 
Muskelpulver reaktiviert; wahrend das gewaschene Muskelpulver 
maximal 158mg P,O; (= 0,63°,) esterifizieren konnte, war das 
Maximum beim gewaschenen Muskel + Kochsaft bei hoher Phosphat- 
konzentration (36,3 mg P,O, in den 0 Stunden) 5,08 mg P,O, (= 2.03°.,), 
d. h. der Muskelkochsaft hat also die Phosphorylierungsfahigkeit des 
auBerst schwach phosphorylierenden gewaschenen Muskelpulvers er- 
heblich gesteigert; trotzdem war die Phosphorylierungsfahigkeit des 
gewaschenen Muskelpulvers + Muskelkochsaft schwacher als die des 
nativen Muskelpulvers. Dieser Umstand kann — wie wir es spater 
noch ausfiithrlich behandeln werden — auf eine gewisse, mit der Ent- 
fernung der Cazymase verkniipfte Schidigung der Phosphatese zuriick- 


9, 1921. 1 J. Bodnar und J. Villanyi, diese Zeitschr. 169, 1, 1926. 
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gefiihrt werden. Es wird gleichfalls aus der Tabelle III klar, daB nicht 
nur der Muskelkochsaft, sondern auch der Hefenkochsaft (= Hefen- 
cozymase) die Phosphorylierung im gewaschenen Muskelpulver stark 
aktiviert [durch gewaschenes Muskelpulver + Hefenkochsaft wurden 
maximal 4,89 mg P,O; (= 1,96°,) verestert)]. 

Die den Versuchen der Tabelle III entsprechenden Phosphat- 
kurven sind in der Abb.2 dargestellt. Es erhellt daraus, wie die 
reaktivierende Wirkung des Muskel- und Hefenkochsaftes mit der 
Phosphatkonzentration (P,O;-Menge in den 0 Stunden) wichst; die 
Phosphatkurven des gewaschenen Muskelpulvers und der gewaschenen 
Muskelpulver + Kochsafte fallen bei kleinen Phosphatkonzentrationen 
fast zusammen, verzweigen sich aber mit wachsenden Phosphat- 
konzentrationen immer mehr. 
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Abb. 2. 
x——— Gewaschenes Muskelpulver. 


C © Gewaschenes Muskelpulver + Muskelkochsaft. 
@ ----@ Gewaschenes Muskelpulver + Hefenkochsaft. 


Durch die mitgeteilten Versuchsergebnisse wird die Feststellung 
begriindet, daB die Esterifizierung der Phosphorsiure (die Uberfiihrung 
des zugesetzten Phosphats in organische Form) im Muskel Cozymase 
bedarf und die tierische Gozymase bei der Phosphorylierung durch 
Hefencozymase ersetzbar ist. 

Euler und seine Mitarbeiter (1. c.) befreiten die Muskulatur auf die 
schon erwihnte Weise von der Cozymase, indem sie die frische Muskulatur 
(Muskelbrei) 4 Tage lang bei 0° Temperatur stehen lieBen. Es wird 
durch die Versuche — welche wir mit einem aus so aufbewahrtem Muskel- 
brei hergestellten Muskelpulver durchfiihrten (Tabelle IV) — bewiesen, 
daB man mit diesem Verfahren die Muskulatur nicht in so hohem Mabe 
von der Cozymase befreien kann, wie dies durch Auswaschen des 
Muskelpulvers gelingt. DaB die Cozymase auch in diesem Falle an der 
Aktivitatsverminderung beteiligt ist, wird durch unsere Versuche be- 
wiesen, indem Muskelkochsaft betrachtlich die Phosphorylierung auch 
in einem solchen Muskelpulver steigerte. Beziiglich des Cozymase- 
gehaltes des Muskelpulvers — hergestellt einerseits aus frischem Muskel, 
anderseits aus dem bei 0° aufbewahrten Muskel — geht aus unseren 
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vergleichenden Untersuchungen (Tabelle IVa) hervor (wic haben studiert, 
wie die Kochsafte aus Muskelpulvern auf gewaschene Trockenhefe 
einwirken), daB das Pulver des frischen Muskels entgegen dem Pulver 
des bei 0° aufbewahrten Muskels mehr Cozymase enthalt. 

Das aufbewahrte Muskelpulver bewahrt seine Phosphorylierungs- 
fihigkeit ziemlich gut, denn ein Vergleich zwischen einem in einer 
Stépselflasche bei Zimmertemperatur 5 Wochen lang aufbewahrten 
Muskelpulver mit einem frischen Muskelpulver (Tabelle V und II) 
ergab, daB das abgestandene Muskelpulver beinahe identischer Phos- 
phatkonzentrationen im Durchschnitt nur um 20°, weniger phosphory- 


liert als das frische Muskelpulver. Diese Verminderung — da die 
Phosphorylierungsfahigkeit des aufbewahrten Muskelpulvers durch 
Zugabe von Muskelkochsaft merklich zunimmt — diirfte teils auf die 


Abnahme des Cozymasegehaltes zuriickgefiihrt (beim Stehenbleiben 
zersetzt sich die Cozymase, was bei der Trockenhefe gleichfalls zu beob- 
achten ist), teils aber mit einer Schidigung der Phosphatese in Ver- 
kniipfung gebracht werden. Die Phosphatkurven der Phosphorylierungs- 
versuche mit aufbewahrtem Muskelpulver sind in der Abb. 3 dargestellt, 
woraus gut ersichtlich ist, daB die Steilheit der Kurven zum groben Teile 
identisch mit der des frischen Muskelpulvers ist, und daB der Muskel- 
kochsaft auch dabei nur in héheren Phosphatkonzentrationen die 
Phosphorylierung steigert. 
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Abb. 3. 
< Muskelpulver, 5 Wochen lang aufbewahrt. | © Dasselbe + Muskelkochsaft. 
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Bei den Phosphatkurven des gewaschenen und 5 Wochen lang 
aufbewahrten Muskelpulvers ist es auffallend, daB die Phosphorylierung 
bei einer geringeren Phosphatkonzentration ihr Optimum erreicht als im 
Falle des nativen Muskelpulvers. Dieser Umstand darf einer gewissen 
Schidigung der Phosphatese zugeschrieben werden, welche Schadigung 
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mit dem Auswaschen der Gozymase bzw. beim aufbewahrten Muskel- 
pulver mit der Abnahme des Cozymasegehaltes verbunden ist; die An- 
wesenheit von Cozymase wirkt nimlich schiitzend auf die Phosphatese. 
Die Zugabe von Cozymase zum gewaschenen bzw. aufbewahrten 
Muskelpulver steigert nicht nur die Phosphorylierung, sondern es wird 
auch das Maximum der Phosphorylierung in der Richtung héherer 
Phosphatkonzentrationen verschoben, d. h. die Cozymase ist fahig, 
auch der durch die Schadigung der Phosphatese verursachten Verschie- 
bung der optimalen Phosphatkonzentration entgegenzuwirken. 
Embden und Haymann'! benutzten zu ihren Phosphorylierungs- 
versuchen einen mit einer durch Kihlgemisch abgekiihlten Fleisch- 
hackmaschine verfertigten Muskelbrei und fanden, daB die Lactacidogen- 
synthese (= Phosphatesewirkung) bei einer niederen Temperatur inten- 
siver vor sich geht. Die erwahnte Schaidigung der Phosphatese darf 
auf ihre Temperaturempfindlichkeit zuriickgefiihrt werden, was durch 
unseren folgenden Versuch bewiesen wird. Wir entfernten in unserem 
vorherigen Versuche die Cozymase aus dem Muskelpulver durch mehr- 
faches Extrahieren mit Wasser von Zimmertemperatur (20 bis 23°); 
wird dies so durchgefiihrt, daB wir den frischen Brei mit eiskaltem 
Wasser rasch auswaschen und erst dann das Muskelpulver daraus 
darstellen, so erhalten wir ein Priparat, welches die Phosphatese zum 
Vergleich mit dem gewaschenen Muskelpulver in einem minder beschi- 
digten Zustande enthalt. Die Ergebnisse der _ Phosphorylierungs- 
versuche (Tabelle VI, Abb. 4) mit dem derartig gewonnenen Muskel- 
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Abb. 4. 
x——» Muskelpulver, bei 0° gewaschen. © © Dasselbe + Muskelkochsaft. 


pulver zeigen namlich, daB das Optimum der Phosphorylierung bei der 
Phosphatkurve des Muskelpulvers selbst nicht nach geringeren Phos- 
phatkonzentrationen verschoben ist; wohl ist es weiterhin merklich, 


1 G. Embden und C. Haymann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 154, 1924. 
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daB die Zugabe von Muskelkochsaft die flache Phosphatkurve in eine 
dem normalen Muskelpulver (Abb. 1) annahernd ahnliche steile Kurve 
verwandelt und die erreichte Phosphorylierung (9,2 mg P,O,) jenem 
Maximum naheliegt, welches bei normalem Muskelpulver (11.4 mg 
P,0;) beobachtet wurde. 


Nach der Entdeckung des Insulins (Banting und Best 1922) wurden 
sofort Versuche vorgenommen, welche den Mechanismus der blut- 
zuckervermindernden Wirkung des Insulins durch Versuche in vitro 
zu erklaren suchten!. Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen 
sprechen dafiir, daB die zuckervermindernde Wirkung des Insulins im 
Organismus wenigstens zum Teil darauf zuriickgefiihrt werden kann, 
daB es auf irgend eine Weise den Zuckerabbau steigert. Die Frage, 
welche demnach beantwortet werden soll, lautet: In weleher Phase 
des Zuckerabbauprozesses und auf welche Weise iibt das Insulin seine 
Wirkung aus? 

Den Einflu8 des Insulins auf die alkoholische Garung, auf diesen 
auch in seinen einzelnen Teilen bekanntesten Zuckerabbauprozelb, studierten 
Fiirth*®, Euler und Myrbdck*® und Abderhalden* und fanden, daB das Insulin 
ohne merklichen EinfluB8 auf den Zuckerabbau der Hefezellen war. Euler 
und Myrbdck priiften die Wirkung des Insulins auch auf gewaschene 
Trockenhefe, aber mit keinem positiven Erfolg, woraus sich ergibt, ,,daf 
die Cozymase bei der alkoholischen Gdrung nicht durch Insulin ersetzt werden 
kann“*; ahnliche Befunde wurden auch von Virtanen® mitgeteilt. Euler 
und seine M:tarbeiter® haben durch Tierversuche gezeigt, daB die ge- 
reinigte, sehr aktive Hefencozymase, kein Insulin enthielt. 


Bei Versuchen mit Insulin in vivo beobachteten mehrere Forscher’, 
da8 auf Insulinwirkung der Phosphatgehalt des Blutes, des Harns und 
der Muskulatur sich vermindert, dagegen die Menge des organisch 

1 Jiingst wurde von Loewi eine sehr interessante Theorie zur Er- 
klarung der Insulinwirkung aufgestellt, nach welcher das Insulin die Glykose- 
absorption der Blutkérperchen erhéhe. Da aber die neuesten Versuche 
infolge unerklarlicher Ursachen negativ ausfielen, gab Loewi (Klin. Wochen- 
schrift 8, 391, 1929) seine Hypothese auf. 

2 O. Fiirth, diese Zeitschr. 150, 265, 1924. 

3 H. Euler und K. Myrbdck, Chem. d. Zelle u. Gewebe 12, 57, 1924; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 150, 1, 1925. 

4 BE. Abderhalden, Fermentforschung 8, 227, 1925; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 151, 165, 1926. 

5 A.J. Virtanen, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 2441, 1925. 

® H. Euler, C. Yorpes, K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 
60, 1925. 

7 Die einschlagige Literatur s. A. Grevenstuk und E. Laqueur, Insulin, 
8.102, Miinchen 1925; J.J. R. Macleod, Kohlehydratstoffwechsel und 
Insulin, 8. 328, Berlin 1927; H. K. Barrenscheen, F. Doleschall und L. Popper, 
diese Zeitschr. 177, 50, 1926; A.J. Virtanen und H. Karstrém, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 161, 218, 1926. 
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gebundenen Phosphats sich vermehrt'!. Nachdem die wichtige Rolle 
der Phosphorsiure beim Zuckerabbau bekannt_ ist, liegt der Gedanke 
nahe, daB die Phosphorylierung jene Phase des Zuckerabbauprozesses 
sein kann, an welcher das Insulin irgendwie teilnimmt. Wir bemerken 
aber, daB bei Versuchen in vivo die auf Insulinwirkung beobachtete 
Abnahme anorganischen Phosphats auch erfolgen kann, ohne dem 
Insulin eine besondere Rolle bei der Phosphorylierung zuschreiben zu 
miissen; denn z. B. Barrenscheen und seine Mitarbeiter? fanden, daB der 
anorganische Phosphatgehalt des Blutes bei gesunden Personen nach 
peroraler oder intravenaler Darreichung von Glucose sinkt; diese Er- 
scheinung kommt dadurch zustande, daB die Zersetzung der eingefiihrten 
Glucose durch Beanspruchung von Phosphat vor sich geht; es_ ist 
also selbstverstindlich, da auch die auf die Insulinwirkung erfolgende 
Zuckerzersetzung mit der Abnahme des anorganischen Phosphats des 
Blutes usw. verkniipft ist. Nur allein die entsprechenden Versuche 
in vitro sind berufen zu entscheiden, ob das Insulin irgend eine unmittel- 
bare Wirkung auf die Phosphorylierung ausiibt. 

Uber Versuche in jener Richtung, da8 man durch Versuche in 
vitro irgend eine Wirkung des Insulins bei der Phosphorylierung nach- 
weisen kann, gaben zuerst Collazo und seine Mitarbeiter® Rechenschaft 
ab, aber mit negativem Resultat (der Lactacidogenabbau im Muskel- 
brei wird durch Insulin vermehrt); eingehender beschaftigten sich mit 
diesem Problem Brugsch und seine Mitarbeiter?*. 

Sie haben ihre Versuche mit der Leber von normalen, gehungerten, 
vorher gehungerten und dann mit Insulin behandelten Versuchstieren 
(Meerschweinchen urd Kaninchen) durchgefiihrt. Die Leber wurde zerrieben, 
der so gewonnene Brei in glucosehaltiger Ringerlésung suspendiert und 
die anorganische Phosphorséure (nebstbei auch die Glucose und Milchséure) 
in der aus dem Gemisch entnommenen Probe sofort und nach gewisse! 
Zeit bestimmt; die Differenz der beiden Werte bedeutete die esterifizierte 
Phosphorséuremenge. Aus den mitgeteilten Daten geht hervor, daB die 
Leber der normalen und gehungerten Tiere keine Phosphorsaure esterifizierte, 
dagegen war die Phosphorylierung in den Versuchen mit der Leber von 
insulinbehandelten Tieren ganz bestimmt bemerkbar (10g Leber ver- 
esterten in 14 bis 1 Stunde 1 bis 13mg H,PO, (= 0,7 bis 9,4mg P,0O,). 
In gleicher Weise haben sie einige Versuche auch mit Muskulatur angestellt, 


1 Es gibt allerdings auch Beobachtungen, welche die Erhéhung des 
organischen Phosphatgehalts (Lactacidogen) durch Insulin nicht bestatigen. 
ja sogar die Verminderung dessen beobachteten. (J. A. Collazo, M. Haendel 
und P. Rubino, Klin. Wochenschr. 38, 323, 1924; A. Grevenstuk und 
E. Laqueur, Insulin, 8. 93, Miinchen 1925; J. J. R. Macleod, Kohlehydrat- 
stoffwechsel und Insulin, 8. 339, Berlin 1927.) 

2? H. K. Barrenscheen und Mitarbeiter, |. c. 

3 J. A. Collazo, M. Haendel und P. Rubino, |. ce. 

4 Th. Brugsch, H. Benatt, H. Horsters und R. Katz, diese Zeitschr. 147, 


117, 1924. 
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ohne jedoch eine Phosphorylierung beobachtet zu haben. In einer spéteren 
Mitteilung wird von Brugsch und Horsters' iiber solche Untersuchungen 
berichtet, wobei das Insulin nicht in das Tier injiziert, sondern direkt dem 
Leberbrei zugesetzt wurde; bei dem einen der so durchgefiihrten beiden 
Versuche haben sie in der Probe ohne Insulin zuerst die Zunahme (vor 
Beginn 1,3 mg-%, nach 15 Minuten 20 mg-% H,PO,), dann die Abnahme 
(nach 30 Minuten 11 mg-°, H,PO,) nachgewiesen; bei der Probe mit 
Insulin war die Menge der H,PO, vor Beginn 1,3 mg-%, welche beim 
weiteren Verlauf des Versuchs keine erhebliche Abnahme zeigte. Bei einem 
anderen Versuch war die Abnahme der anorganischen Phosphorséure in 
der Probe ohne Insulin etwas deutlicher (1,4, 1,1, 0,6, 0,4 mg-°, H,PO,) 
als in der Probe mit Insulin (1,4, 1,4, 0,9, 0,7, 0,7, 1,0 mg-°, H,PO,). Aus 
den ahnlich durchgefiihrten neueren Versuchen, wobei das Insulin ins 
Versuchstier injiziert wurde, geht ein EinfluB des Insulins auf die Phosphory- 
lierung ebensowenig hervor (ohne Insulin 1, 0,4, 0,6, 0,9, 0,6 mg-°,, mit 
Insulin 0,5, 0,2, 0,4, 0,4, 1, 1,2 mg-° H,P0O,). Sie haben ferner auch solche 
Versuche ebenfalls mit Leber von insulinbehandelten Tieren vergenommen, 
bei welchen zu der einen Probe phosphathaltige Ringerlésung gebraucht 
wurde, ,,um deutlicher den EinfluB des Insulins auf die Phosphatese studieren 
zu kénnen“*. Die Versuche ergaben folgende Resultate: 10 g insulinierter 
Leberbrei esterifizierte ohne Phosphatzusatz 0, 0,3, 1,5 mg, mit Phosphat- 
zusatz 7,9, 10, 12, 14mg Phosphorséure. Auf Grund unserer Versuche kann 
nicht behauptet werden, daB Phosphatzusatz die Wirkung des Insulins auf 
die Phosphatese erhéhe, denn eine Erhéhung der Phosphatkonzentration 
steigert ja auch selbst allein (ohne Zusatz von Insulin) die Phosphorylierung. 
Bei Wiederholung dieses Versuchs zeigten sich keine Unterschiede zwischen 
den Proben mit und ohne Phosphat (ohne Phosphat wurden 2, —, 5, 15, 
9mg, mit Phosphat —, 6, 7, 11, 5mg Phosphorséiure verestert); 
bei diesem Versuch ist es auffallend, daB in der phosphathaltigen (1°/ 9, 
2/, Na,HPO,, '/, NaH,PO,) Probe weniger Phosphat (27 mg,®,) vor 
Beginn bestimmt wurde als in der Probe ohne Phosphatzusatz derselben 
Leberbreisuspension (32 mg-% 4). 

Brugsch und Horsters? kamen auf Grund ihrer angefiihrten Versuche 
zu folgendem Ergebnis: ,,Unsere Versuche haben nun mit aller Ein- 
deutlichkeit ergeben, daB sowohl in vivo wie in vitro das Insulin das 
thermostabile Coenzym der Phosphatese ist, d. h. der Aktivator oder die 
Kinase der thermolabilen Phosphatese."* Das Insulin ist weder mit 
Cozymase der Hefe noch mit derselben des Muskels identisch; iiber das 
Insulin meinen sie: ,,.Das Insulin ist vielmehr spezifisch, und zwar an- 
scheinend fiir die ganze Reihe der Warmbliiter.““ Da Brugsch und Hor- 
sters® das im Muskel entstehende Hexose-di-phosphat nicht identisch 
mit dem Hefen-Hexose-di-phosphat fanden, empfehlen sie, den Unter- 
schied zwischen den beiden Phosphorsiure-estern auch in der Benennung 
auszudriicken (Muskel- Hexose -di-phosphat Myophosphat: Hefen- 


1 Th. Brugsch und H. Horsters, diese Zeitschr. 155, 459, 1925. 

2 Dieselben, Klin. Wochenschr. 4, 436, 1925. 

8 Dieselben, diese Zeitschr. 175, 115, 1926; Zeitschr. f. physiol. Chem. 
157, 186, 1926. 
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Hexose -di-phosphat = Zymophosphat), dementsprechend sagen sie: 
,.Die Phosphatese der Hefegiérung und die Phosphatese der Muskulatur 
(bei Warmbliitern!) sind verschieden**'. Darin liegt eine Erklarung 
dafiir, warum Euler und M yrbdck (1. c.) das Insulin wirkungslos auf die 
gewaschene Trockenhefe fanden (CO,-Bildung, Phosphorylierung); bei 
ihren Versuchen mit frischem Muskelbrei war die Phosphorylierung 
in Gegenwart von Insulin gréBer als ohne Insulin, welche Beob- 
achtung mit folgender Bemerkung begleitet wird: ,,Daraus kénnen 
wir indessen nicht unbedingt schlieBen, dab die genannten Stoffe* 
die Phosphorylierung aktiviert haben, denn wir miissen bedenken, daB 
der urspriingliche Gehalt an freiem Phosphat durch die zugesetzten 
Praparate etwa verdoppelt wurde.‘ Nach unseren dargelegten Ver- 
suchen wird die Phosphorylierung durch die Erhéhung der Phosphat- 
konzentration stark gesteigert; auf diesen Umstand werden wir in 
Verbindung mit dem Insulin noch spiter zuriickkommen. 


Gleichzeitig mit den Untersuchungen von Brugsch und Horsters teilte 
Virtanen® mit, daB der Zuckerumsatz und die Phosphorylierung in einem 
gewaschenen Trockenpraparat aus Milchséiurebakterien (Bacterium casei &) 
nach Insulinzusatz wieder vor sich gehe, daB also bei der Milchséuregérung 
das Insulin die Cozymase ersetzen kann. Auf Grund dieser Beobachtung 
findet dann Virtanen die Rolle des Insulins im Organismus darin, .,dal 
das Insulin den Zuckerabbau im Organismus férdert, indem es die Zymo- 
phosphatbildung aktiviert ‘*.. Nach Versuchen von Meyerhof* wurde durch 
den glykolytisches Ferment enthaltenden Extrakt Glucose kaum gespalten, 
aber ein aus Hefenautolysat durch Alkoholfallung gewonnener Aktivator, 
dem Extrakt zugesetzt, zeigte eine intensive Milchséurebildung, der 
Aktivator war aber nicht durch Insulin ersetzbar. Freudenberg und 
Dirscherl® haben bei der Wiederholung der Versuche von Virtanen (1. ¢.) ge- 
finden, daB Insulin (sie haben sieben Insulinsorten gepriift) cozymasefreie 
Milchséurebakterien nicht aktivierte (es wurde kein Zucker gespalten), aber 
der Zusatz von Extrakt aus Bakterien eine starke Aktivierung (Zucker- 
spaltung) hervorrief. Die von Virtanen beobachtete Aktivierung erklarten 
sie derartig, daB nach ihren Versuchen der rohe Pankreasextrakt aktivierte, 
der gereinigte Pankreasextrakt aber nicht, was darauf zuriickgefiihrt 
werden kann, daB der rohe Extrakt durch die Reinigung vom Cozymase- 
gehalt befreit wurde; es kann demnach die aktivierende Wirkung des von 
Virtanen angewandten Insulins (Wellcome) auf den Cozymasegehalt zuriick- 
gefiihrt werden. Jiingst wiederholte Virtanen® selbst die Versuche mit 


1 Th. Brugsch und H. Horsters, diese Zeitschr. 175, 115, 1926. 

2 Insulin und Hefencozymase. 

3 4.J. Virtanen, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 696, 1925; diese 
Zeitschr. 171, 76, 1926. 

4 O. Meyerhof, Naturwiss. 14, 1175, 1926. 

5 K. Freudenberg und W. Dirscherl, Zeitschr. f. physiol. Chem. 157, 
64, 1926. 

6 A.J. Virtanen und H. Karstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 


1, 1928. 
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verschiedenen Insulinarten auch mit dem Erfolg: ,,dafB die jetzt angewandten 
Insulinprdparate die gewaschenen Trockenbakterien nicht aktivieren kénnen“. 
Die bei den vorangehenden Versuchen beobachtete positive Wirkung 
erklart auch Virtanen mit dem Cozymasegehalt des Insulinpraparats, 
fiigt aber hinzu: ,,doch steht auch diese Erklarung nicht im Einklang mit 
der Unwirksamkeit der Praparate bei der gewaschenen Hefe‘. S:immarisch 
erklart er: ,,wie es sich auch mit dieser Frage verhilt, in jedem Falle ist die 
Beobachtung von der Wirksamkeit des Insulins bei der Milchsduregdrung aus 
der Literatur zu streichen“. 


Brugsch und Horsters' fiihrten auch Muskulaturversuche in gréGerer 
Anzahl durch, um beweisen zu kénnen, da das Insulin die Rolle einer 
Cophosphatese spielt. Sie haben festgestellt, daB ,,die Glykometamorphose 
{= Phosphorylierung) keine regelmaBig nachweisbare Erscheinung bei den 
Versuchen mit Muskeln ist“. Nach Zugabe von Insulin zum Muskelbrei 
haben sie in mehreren Fallen die Abnahme der anorganischen Phosphor- 
siure bestatigt. .,Jedenfalls kann hiernach schon die aktivierende Eigen- 
schaft des Insulins auch fiir die Muskelphosphatese als bewiesen angesehen 
werden.’ Sie haben weiterhin Versuche mit gewaschenem — dadurch von 
der Cozymase befreitem — Muskel durchgefiihrt; nimmt némlich das 
Insulin tatsaéchlich die Rolle der Cozymase der Muskelphosphatese ein, so 
muB sich zwischen der Phosphorylierungsfahigkeit des gewaschenen Muskels 
und des gewaschenen Muskels + Insulin ein bedeutender Unterschied 
zeigen; aus den mitgeteilten Versuchsergebnissen geht hervor, daB ein 
solcher Unterschied nicht besteht (esterifizierte Phosphorsdéure in Mg, P,O,; 
ausgedriickt : gewaschener Muskel 0,15, 0,31, 0,51, — *, 0,49 4; gewaschener 
Muskel + Insulin 0,18, 0,02, 0,28, —**°,), phosphorylierte sogar der ge- 
waschene Muskel allein staérker als mittels Insulins; auch ein zweiter 
ahnlicher Versuch gab kein bestimmt positives Resultat. 


Chaikoff? wiederholte die Leberversuche von Brugsch und seinen 
Mitarbeitern,. ohne einen wesentlicheren Unterschied zwischen den Ver- 
suchen mit und ohne Insulin gefunden zu haben. Jiingst wiederholten 
Brugsch und Horsters* auch selbst auf einer breiten Grundlage diese Ver- 
suche und fanden beziiglich der Phosphorylierung, daB zwischen der 
phosphorylierenden Fahigkeit der Leberbreie mit und ohne Insulin — 
im Durchschnittswert mehrerer Versuche — kein Unterschied besteht. 


Laquer* sagt iiber die Verkniipfung des Insulins mit der Phosphory- 
lierung folgendes: ,,Wenn sich auch... eine Mitwirkung des Insulins bei 
den verschiedenen Stufen des Veresterungsprozesses zwischen Zucker und 
Phosphorséure in vitro noch nicht nachweisen lieS, so mu man das 
einer zukiinftigen, noch eingehenderen Analyse dieser recht verwickelten 
Reaktionsabléufe iiberlassen. Denn daS tatsachlich die Phosphorséure 
auch bei der Insulinwirkung eine wichtige Rolle spielt, dafiir sprechen 
doch zu viele Befunde.. .“ 


1 Th. Brugsch und H. Horsters, diese Zeitschr. 178, 90, 1926. 
* Wurde nicht bestimmt. 
** Keine Abnahme, sondern Zunahme der Phosphorsaure. 
2 J. L. Chaikofj, Trans. soc. Can. 20, 27, 1926, zit. nach Fritz Laquer, 
Hormone und innere Sekretion, 8. 21, 1928, Dresden u. Leipzig. 
3 Th. Brugsch und H. Horsters, diese Zeitschr. 188, 147, 1927. 
4 F. Laquer, |.c. 8. 23. 
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Unsere sich auf die Phosphorylierung und auf den Zusammenhang 
zwischen der Phosphatese und Cozymase des Muskels beziehenden 
Versuche kénnen zur Entscheidung der Frage, ob das Insulin als die 
spezifische Cozymase der Muskelphosphatese zu betrachten ist oder 
nicht, als besonders geeigneter Grund dienen. Der NaF enthaltende 
Muskelbrei oder das Muskelpulver bieten sich als ganz entsprechendes 
Versuchsmaterial an, insofern in diesen nur die Bildung des Hexose- 
di-phosphorsaure-esters ungestért vor sich geht, die weitere Spaltung 
derselben durch NaF stark verhindert wird; die Wirkung des Insulins 
kann sich demnach nur auf den Vorgang allein beschranken, in welchem 
man ihm eine Rolle zuzuschreiben meint. 

Die ersten Versuche wurden mit frischem Muskelbrei und mit 
zwei festen Insulinpraparaten (Chemosan S 17, Leo) durchgefiihrt. 
Aus den Versuchsergebnissen der Tabelle VII kann zuerst festgestellt 
werden, dafs das in den Versuchen Nr. 1 und 2 angewandte Chemosan- 
insulin zum Vergleich mit dem Kontrollversuch (Nr. 3) die Phosphor- 
siureesterifizierung mit 40 bzw. 108°, steigerte. Dieser Versuch kann 
als besonders gutes Beispiel dafiir dienen, wie umsichtig man bei der 
Bewertung der gewonnenen Resultate verfahren mu8; betrachten wir 
nimlich die P,O;-Werte in 0 Stunden, fallt es sogleich auf, daB diese 
bei den Insulin Chemosan S 17 enthaltenden Proben viel héher sind 
(9,66 und 16,61 mg P,O,) als bei der Kontrolle. Nach unseren Versuchen 
ist es aber bekannt, da die Erhéhung der Phosphatkonzentration 
die Phosphorylierungsfahigkeit des Muskels betrachtlich steigert, es ist 
also klar, daB in diesem Falle nicht das angewandte Insulin, sondern das 
in dem Insulin vorhandene anorganische Phosphat (durch direkte 
Bestimmung fanden wir in zwei Tabletten Insulin Chemosan 22,46 mg 
P,O;) die Zunahme der Phosphorylierung hervorrief. Zum Beweis dessen 
dienen die Versuche Nr. 4 und 5, wo uns allein durch die Erhéhung des 
Na,HPO, auf die in den Insulinproben vorhandenen Phosphat- 
mengen, also ohne Insulin, die Phosphorylierung zu steigern gelang, 
und zwar in viel héherem MaBe als durch das phosphathaltige Insulin 
Chemosan, woraus folgt, daB das angewandte Insulin als solches oder 
irgend ein darin vorhandener Stoff hindernd auf die Phosphorylierung 
einwirkte. Aus den 0-stiindigen Proben der Versuche Nr. 6 und 7 und 
ferner der Kontrolle (Nr. 8) — welche mit einem aus einer anderen Packung 
entnommenen, Chemosan R 3 bezeichneten Insulin angestellt wurde — 
ist es ersichtlich, daB das hier angewandte Insulin phosphatfrei war, und 
dieses phosphatfreie Insulin auf die Phosphorylierung keinen steigernden 
EinfluB hatte, sogar dieselbe dabei verminderte. Zum Versuch Nr. 9 
haben wir Insulin Leo gebraucht ; zum Vergleich mit der Kontrolle (Ver- 
such Nr. 10) zeigt sich auch hier kein Unterschied; zu einem gleichen 
Versuche fiihrte auch der mit Muskelpulver angestellte Versuch Nr. 11. 
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Auch die in der Tabelle VIII dargestellten Versuche Nr. 1 und 2 
mit Muskelpulver zeigen, daB unter Wirkung von Insulin Leo das anorga- 
nische Phosphat nicht staérker abnimmt, als bei der Kontrolle. Nach 
Weglassen des NaF (Versuch Nr.3 und 4) nimmt das anorganische 
Phosphat zuerst ab, dann zu (Phosphatasewirkung), ohne jedoch einen 
etwaigen Unterschied zugunsten des Insulins zu zeigen; diese Versuche 
bestatigen zugleich die Angabe von Forrai!, daB das Insulin keinen 
EinfluB auf die Phosphatase ausiibt. Nach unseren bekanntgegebenen 
Versuchen (Tabelle II) tibte der Muskelkochsaft (— Muskelcozymase) 
auf das Muskelpulver nur eine geringfiigige Aktivierung aus, was wir 
so gedeutet haben, da das normale Muskelpulver die Cozymase in 
optimaler Konzentration enthalt. Dasselbe kann auch auf das Insulin 
bezogen werden; deshalb haben wir auch Versuche mit gewaschenem 
Muskelpulver vorgenommen; soll das Insulin in der Tat die Rolle einer 
Cophosphatase spielen, so mub es die Phosphorylierung im gewaschenen 
Muskelpulver stark steigern. Die in dieser Richtung durchgefiihrten 
Versuche Nr. 5 und 6 zeigen ein voéllig negatives Resultat. 

Als wir die bekanntgegebenen Insulinversuche durchfiihrten, sind 
wir tiber den Wirkungsmechanismus der héheren Phosphatkonzentration 
auf die Phosphatese und Cozymase noch nicht im klaren gewesen; 
da sich aber die reaktivierende Wirkung der Cozymase auf das ge- 
waschene Muskelpulver nach unseren Untersuchungen nur bei héheren 
Phosphatkonzentrationen zeigte, darf man annehmen, da’ bei den 
bisherigen Versuchen der reaktivierende EinfluB des Insulins wegen 
der niedrigen Phosphatkonzentration nicht beobachtet werden konnte ; 
deshalb schien es notwendig, Versuche mit gewaschenem Muskeipulver 
und Insulin auch bei héherer Konzentration anzustellen. Das Muskel- 
pulver fiir diese Versuche haben wir aus einem solchen frischen Muskel- 
brei bereitet, aus welchem vorher bei 0° die Cozymase ausgewaschen 
wurde, wodurch wir dann die Wirkung des Insulins auf ein sehr aktives, 
nur wenig geschadigte Phosphatese enthaltendes gewaschenes Muskel- 
pulver zu studieren vermochten. Zu diesen Versuchen haben wir die 
folgenden Insulinarten angewendet: Leo (1 Tablette = 5 klinische 
Einheiten), Kahlbawm (40 mg = 500 klinische Einheiten), Lilly (1 cem = 
40 klinische Einheiten), Jnsugerman (1 ccm = 20 klinische Einheiten). 
Da die in Handel gebrachten Insulinlésungen zwecks Desinfizierung 
auch noch Trikresol enthalten (ungefihr 0,3°,.), haben wir uns durch 
besondere Versuche (Nr. 8, Tabelle IX) tiberzeugt, dal} Trikresol die 
Phosphorylierung des gewaschenen Muskelpulvers nicht beeinflubt. 

Aus den in der Tabelle IX zusammengestellten Ergebnissen geht 
hervor, daB im Endresultat keine der angewendeten Insulinarten 


1 E. Forrai, diese Zeitschr. 189, 150, 1927. 
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aktivierend auf die Phosphorylierung des gewaschenen Pulvers ein- 
wirkte; denn aus den mitgeteilten 14 Insulinversuchen war die Phos- 
phorylierung in 7 Fallen kleiner als in der Kontrolle; diese gelten also 
als negative Ergebnisse, in den anderen 7 Fallen steigerte das Insulin 
die Phosphorylierung im Verhaltnis zur Kontrolle (= 100°) um 1,5 
bis 5,4°,; aber auch der gréBte gewonnene Wert (5,4°,,) liegt innerhalb 
der Versuchsfehlergrenzen, denn auch zwischen parallelen Bestimmungen 
ist eine der 5,4°,,-Steigerung entsprechende Differenz von 0,24 mg P,O, 
zu finden. Im Gegenteil zum Insulin steigerte auch hier Muskel- und 
Hefenkochsaft stark, im gewaschenen Muskelpulver um 94,8 bzw. 
49,3°,, die Phosphorylierung. Vergleichen wir die Wirkung verschiedener 
Insulinmengen miteinander, so fallt es auf, daB sich die kleinste Insulin- 
menge (0,25 klinische Einheiten) verhaltnismaBig noch als wirksamer 
erwies, als die gréBere Insulindose. Aus diesem Grunde haben wir auch 
Versuche mit kleineren Insulindosen als 0,25 klinische Einheiten 
durchgefiihrt, ohne aber eine Aktivierung der Phosphorylierung be- 
obachtet zu haben, 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des Muskelpulvers. 


Gesunde Tauben wurden sofort nach der Entblutung seziert und die 
herausgenommene Brustmuskulatur sofort rasch durch eine Fleischhack- 
maschine getrieben. Aus dem erhaltenen Muskelbrei gewannen wir das 
Muskelpulver laut dem Verfahren von Euler und seinen Mitarbeitern 
folgendermaBen: Auf einmal wurden gewéhnlich zwei Tauben getétet. 
der erhaltene frische Muskelbrei von etwa 80g mit '% Liter eiskaltem 
Alkohol verriihrt, in den Eisschrank gestellt, nach 5 Minuten der Alkohol 
abgegossen, der Brei mit der Hand ausgepreBt, eiskalter Alkohol (etwa 
1/, Liter) wieder zugesetzt und 10 Minuten lang im Eisschrank unter mehr- 
maligem Durchschiitteln stehengelassen. Nachdem wurde der Alkohol auf 
einem Biichnerschen Trichter abgesaugt, der Riickstand 2 Minuten lang 
mit 140 ccm Ather in einer Porzellanschale gut durchgeknetet, der Ather 
scharf abgesaugt und diese Operation noch einmal wiederholt; die ge- 
wonnene Masse wurde auf Filtrierpapier ausgebreitet, bei Zimmertemperatur 
getrocknet, nach vollkommenem Austrocknen fein pulverisiert und das 
gewonnene Muskelpulver in gut schlieBenden Flaschen aufbewahrt. Mit 
diesem Verfahren wurden aus 80 g frischem Muskel etwa 20 g Muskelpulver 
gewonnen. Es zeigten sich in der Aktivitét der zu verschiedenen Zeiten 
verfertigten Muskelpulver mehr oder weniger Unterschiede, welche man 
mit der verschiedenen Konstitution der Versuchstiere, mit der langsameren 
oder schnelleren Arbeit erklaren kann; deshalb trugen wir besondere Sorge 
dafiir, daB das Anstellen der Versuche innerhalb einer Versuchsserie mit 
einem homogenen Muskelpulver erfolge. 


Darstellung des Muskel- und Hefenkochsafts. 


Das Muskelpulver wurde mit der fiinffachen heiBen Wassermenge 
vermischt, 10 bis 15 Minuten lang auf dem Wasserbad unter bestandigem 
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Riihren erhitzt, der gewonnene dicke Brei noch hei®B zwischen Filtrier- 
papier und Leinwand ausgepreBt und das gelbliche, opaleszierende Filtrat 
(Muskelkochsaft) — dessen 4cem etwa 1 g Muskelpulver entsprach — zu 
den Versuchen gebraucht. Der Hefenkochsaft wurde aus der von Herrn 
Prof. Euler freundlichst tiberlassenen Trockenhefe verfertigt: die pulveri- 
sierte Hefe wurde mit dem sechsfachen Wasser verriihrt, 2 Stunden lang 
stehengelassen, sodann '% Stunde lang auf dem Wasserbad erwérmt und 
heiB durch Faltenfilter filtriert; das gelbliche, opalisierende Filtrat wurde 
zu den Versuchen gebraucht. Dariiber, ob die Kochsaéfte wirksam waren, 
d. h. Cozymase enthielten, iiberzeugten wir uns mittels Garungsversuchen. 
Zu diesem Zwecke gebrauchten wir die von Euler und Myrbdck' aus- 
gearbeitete schnelle, genaue und elegante Mikrogarmethode: in das Garungs- 
gefaB wurden 1eccm Phosphatlésung (py = 6,3), leem 10°, Hexose-di- 
phosphorséure-natriumlésung (aus Candiolin mit Na,C,O, dargestellt), 
0,3 g Glucose, 0,2 g gewaschene, cozymasefreie Trockenhefe (von Herrn 
Prof. Euler) und 2cem Muskel- oder Hefenkochsaft (bei der Kontrolle 
2cem Wasser) eingewogen. ° 


Darstellung cozymasefreien Muskelpulvers. 


a) Durch Auswaschen. 


1. 0,5 g Muskelpulver wurden im Zentrifugenrohr mit 25 ccm Wasser 
unter mehrmaligem Riihren bei Zimmertemperatur (20 bis 23°) 45 Minuten 
lang extrahiert, dann zentrifugiert (6 bis 7 Minuten lang bei einer Touren- 
zahl von 2500), die Fliissigkeit abgegossen, der Riickstand mit 25 ecm 
Wasser verrihrt, zentrifugiert und diese letztere Operation nochmals 
wiederholt. Das im Rohr zuriickgebliebene, gewaschene Muskelpulver 
wurde nicht herausgenommen, sondern der Phosphorylierungsversuch im 
Rohre selbst angestellt. Mit diesem Verfahren kann man das Muskelpulver 
sehr griindlich von der Cozymase befreien (Tabelle II). 

2. Der frische Muskelbrei wurde etwa mit der zehnfachen Menge 
eiskalten Wassers 5 Minuten lang im Eisschrank extrahiert, der Saft durch 
ein Tuch filtriert, der Riickstand im Tuche gut ausgepreBt ; diese Operation 
wurde zweimal wiederholt und aus dem dreimal gewaschenen Muskel auf 
die bekannte Weise das Muskelpulver hergestellt. Nach dieser Methode 
kann man die Cozymase nicht so véllig entfernen wie nach der friiheren 
Methode, sie hat aber den Vorteil, daB sie die Darstellung einer gréBeren 
Menge gewaschenen Muskelpulvers auf einmal erméglicht, ferner daB die 
Phosphatese durch das Waschen bei 0° weniger beschadigt wird. 


b) Nach der Methode von Euler. 


Der frische Muskelbrei wurde in diinner Schicht auf einer flachen, 
eisgekiihlten Glasschale aufgestrichen und nach zwei- bzw. viertagigem 
Aufbewahren im Eisschrank zur Herstellung des Muskelpulvers benutzt. 
Das so gewonnene Muskelpulver verhalt sich ahnlich dem, aus dem auf 0° 
gewaschenen frischen Muskel verfertigten Muskelpulver (Tabelle IV). 


Einstellung der Versuche. 


Die Versuche wurden in 50ccm-Pulverglisern angestellt; zuerst 
wurde in das Glas eine gewisse Menge Na,HPO,-Lésung von gewisser 


1 Nach brieflicher Mitteilung von Prof. Euler. 
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Konzentration und die zur Erreichung des gleichen Volumens nétige Wasser- 
menge eingewogen (bei den Insulinversuchen wurde das Insulin in diesem 
Wasser aufgelést), dann lccem NaF-Lésung zugesetzt (in allen Fallen 
wurde eine 3,5°%ige NaF-Lésung gebraucht), 25mg Glykogen in de 
Fliissigkeit aufgelést und zuletzt 0,50 g Muskelpulver oder die a4quivalenten 
2g frischen Muskelbreis zugesetzt. Der Inhalt der GefiBe wurde schnel! 
vermischt (zu diesem Zwecke diente ein 4em langes Glasstaébchen, das 
so in einem passenden Metallrohr befestigt war, daB man es nach dem 
Vermischen in das GefaB fallen lassen konnte, um die Verluste zu ver- 
meiden'); in ein bis zwei GefaéBen der Serie haben wir sofort die anorganische 
Phosphorséure bestimmt (P,O; mg in 0 Stunden); die ande en haben wir 
bei Zimmertemperatur stehengelassen und nach der Versuchszeit die Be- 
stimmung der anorganischen Phosphorséure durchgefiihrt. Wir iiber- 
zeugten uns mit besonderen Versuchen davon, daB die Anwendung von 
mehr als 25 mg Glykogen tiberfliissig und der Gebrauch von 1 ccm 3,5 %ige: 
NaF-Lésung am geeignetsten ist. Die Konzentration und Menge der zu 
den Versuchen angewendeten Na,HPO,-Lésung ist aus den Tabellen 
ersichtlich. 

Bestimmung der anorganischen Phosphorsdure. 


Nach der Versuchszeit wurden in die GefaBe 20 ccm einer Schenckschen 
Lésung (2,5% HCl und 4% HgCl, enthaltend) eingewogen, gut geschiittelt 
und die GefiBe wenigstens 12 Stunden lang stehengelassen. Nach dem 
Stehen wurde die Fliissigkeit in ein trockenes Reagenzglas filtriert, durch 
Einleiten von H,S-Gase das Quecksilber gefallt, aus der vom HgS ab- 
filtrierten Lésung das H,S mit Luftstrom ausgetrieben und in dem von de! 
vollig geruchlosen, klaren Lésung abpipettierten Teile — der entsprechend 
der Konzentration zwischen 0,9 bis 9ccm wechselte (wir trugen auch 
dafiir Sorge, daB die Untersuchungslésung nicht mehr als 4 mg P,O; enthalt ) 
— die anorganische Phosphorséure nach der Embdenschen* Mikromethode 
bestimmt. Bei der Berechnung der Resuitate haben wir stets auch die 
durch das in der Lésung suspendierte Muskelpulver verursachte Volumen- 
anderung in Betracht gezogen, die wir zu 0,3 cem fanden. Samtliche in den 
Tabellen aufgezeichneten P,O,-Werte sind auf 0,25g Muskelpulver (= ly 
frischer Muskel) bezogen. 











Tabelle I. 
Wirkung des NaF auf die Phosphorylierung des Muskelpulvers. 
bashes Skreet (a aaa 
} I By ode 9%, iy pg rend Esterifiziertes P.O, in mg 
| Versuchss| + 0,5 g Muskelpulver 
Nr, zeit | 
| | +leem H2O } +1 com NaFsLésung | 
i I P,05 P2 05 H,0 NaF 
|} Std. |] mg ing 
1 0 4,31 4,36 — — 
2 1 2,67 2,21 1, 2,15 
3 2 2,84 1,87 1,47 2,49 
4 3 2,94 1,81 1,37 2,55 
5 6 3,24 1,69 1,07 2,67 
6 14 4,18 1,69 0,13 2,67 


1 J. Bodnar, diese Zeitschr. 165, 1, 1925. 
2 G. Embden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 138, 1921. 
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EinfluB verschiedener Phosphatkonzentrationen und des Muskelkochsafts 





valenten 
schne]| 
len, das 
ch dem 
zu ver- 
vanische 
ben wit 
die Be- 
r tiber- 
ing von 
5 %iger 
. der zu 
Tabellen 


Nr. 


orm COD 


= —Be oh Bor) 


ckschen 


Zusammensetzung 





Na, HPO,-Lésung H,O 


0 
0 


of, Dee 


ie DOr | 


com 


He 02 0 He 


or 


| 


C0 C0 oe 


ot 


om 


| w 


st) 
or 


| te 


= 
— 
or 


at 


+ 1 com NaF-Lésung 
+ 25mg Glykogen 
+ 0,5g Muskelpulver 


+ 4cem H,0O 


+4ecm Muskel- 
kochsaft 


Tabelle Ila. 


In 0 Std 
P20; 


mg 

3,86 
11,00 
17,58 
28,80 
44.75 

3,57 
12,83 
19,23 
30,70 
38,59 


Nach 6 Std. 
P20; 


mg 


0,85 
3,41 
7,92 
17,85 
33,33 


1,14 

4,18 

9,33 . 
19,00 
26,67 


Esterifi- 
ziertes P, O; 


meg 

















chiittelt 
ch dem Gérungsversuche zur Kontrolle der Wirksamkeit des Muskelkochsafts. 
;, durch 
\ Z t 3 ; 
gS ab- 1 com Sheeuhaliame + 3 oes Hexose+ on Oy 
von der phosphat-NasLésung + 0,3 g Glucose + 0,2 g : : 
rechend gewaschene Trockenhete 45 90’ 150 24’ 
, +} ' sree 
aowoam ee eee 0,3 0,4 05 05 
} + 2cem Muskelkochsaft 3,7 4.5 5,2 6,0 
nethode 
uch die 
olumen- Tabelle III. 
>ind 
roa te Wirkung des Muskel- und Hefenkochsafts bei verschiedenen Phosphat- 
konzentrationen auf die Phosphorylierung des gewaschenen (bei Zimmer- 
temperatur) Muskelpulvers. 
vers. Zusammensetzung ; 
——, In 0 Std. | Naeh 6 Std. Esterifi- 
Nr. NagHPO,Lésung H,O + 1 com NaF-Lésung P2,O5 P2O5 ziertes P, Os 
s pee Guameneee + 25 mg Glykogen 
= % com com | + 0,5 g Muskelpulver mg mg mg 
1 1 1 3 2.74 2,35 0,39 
NaF 2 2 4 — ‘ 18,00 16,74 1,26 
gi 4] 8 1 | +#eem HO | g744 | 25,86 1158 
4 4 4 — 34,85 33,59 1,26 
15 5 — a 4 2,44 1,90 0,54 
2,49 6 2 4 — +4cecm Muskel- 19,66 15,43 4,23 
255 7 4 3 1 kochsaft 29,20 24,39 4.81 
67 8 4 4 — 36,35 31,27 5,08 
67 
9 — — 4 6,61 6,14 0,47 
10 2 : 1 +4cem Hefen- 17,89 15,32 2,57 
11 || 4 2.5 1,5 kochsaft 29,60 25,18 4,42 
12 4 3,75 0,25 39,55 34,66 4,89 
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3 
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Tabelle Illa. 


Garungsversuche zur Kontrolle der Wirksamkeit des Muskel- und Hefen- 








kochsafts. 
1 com ae Ess Hexose- on ee 
os 77 asLésung + 0,3 g Glucose Po am 
2 g gewaschene Trockenhefe 30’ 60’ 120’ 180’ 240’ 
+2ccm HO... eats 0,4 04 0,4 0,5 0,5 
+2, Muskelkochsaft ste Gy 8,0 3,6 4.5 5.1 5,6 
+2 , Hefenkochsaft..... 38,7 5,0 6,4 7,3 8,4 


Tabelle 1V. 
Phosphorylierung des von der Cozymase nach Euler befreiten Muskel- 
pulvers bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen und beim Zusatz 
von Muskelkochsaft. A = Muskelpulver, hergestellt aus dem 2 Tage lang 
auf Eis aufbewahrten Muskelbrei; B = Muskelpulver, hergestellt aus dem 
4 hee os lang auf Eis aufbewahrten Muskelbrei. 

















Zusammensetzung 
In 0 Std. | Nach 6 Std. Esterifi- 
Nr. Nap HPO,-Lésung) H2O +1 ccm NaFsLésung P20O5 P20; ziertes P2 O5 
EEE GaEOEERE | + 25mg Glykogen 
9/9 com ccm + 0,5g Muskelpulv. A mg mg mg 
1 1 2 — | 7,62 6,17 1,45 
: 4 1,5 0,5 16,85 14,68 2,17 
4 2 —_ S " 21,40 18,81 2,59 
4| 5 | 2 — | +2ccm H,0 | 9671 | 2860 3.11 
5 6 2 — 32,34 28,85 3,49 
6 8 2 oe 88,62 36,06 2,56 
7 1 2 _— 8,94 6,50 2,44 
8 4 1,5 0,5 +2cem Muskel- 18,09 14,17 3,92 
9 5 2 — +  kochsaft 28,23 23,60 4,63 
100 | 8 | 2 _ | 8982 | 3515 4,67 
+ loeem NaF.Lésung 
+ 25 ng Soe 
+ 0,5 g Muskelpulv. B 
11 6 2 -- s 32,42 29,57 2,85 
2 | 8 | 2 — | +%eom 0 | ge70 | 8620 | 250 
+ 2eem Muskel- | io 
Tabelle IVa. 


Géarungsversuch zum Vergleich des Cozymasegehalts von Muskelpulvern. 





* Senemesenestouns: | | ; om COs i ‘ 

1 com Phosphatlésung + 1 ccm Hexoses | ccm » in 
ee + 0,3 g Glucose + 0,2g |f 
wwaschene Trockenhete 45’ 90° 120’ 420 





+ 2. com Kochsaft normalen Muskel- | 

pulvers. . . 88 | 47 5,5 8,3 
+ 2 cem Kochsaft d. Mutedipaiven A | 89 | 45 4,8 6,0 
+2 , aos | 85 | 4,1 4,4 55 
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Phosphorylierung des 5 Wochen lang aufbewahrten Muskelpulvers bei 
verschiedenen Phosphatkonzentrationen und beim Zusatz von Muskel- 


kochsaft. 





“I & of, © WH 


©o 


= 
o 


Zusammensetzung 





ccm 


3 
1 


| 
| 
| 


+ loom NaF-Lésung 
+ 25 mg Glykogen 
+ 0,5 g Muskelpulver 


+4cem H,0O 


+4ecm Muskel- 
kochsaft 


Tabelle VI. 


In 0 Std. 
P, Os 


mg 


4,02 
13,95 
18,00 
27,40 
34,70 

4,46 
16,54 
20,60 
29,77 


37,00 


Nach 6 Std. 
POs 


mg 


0,96 
6,54 
9,90 
18,75 
26,66 
1,68 
8,46 
11,85 
20,05 
26,96 


Esterifi- 
ziertes P, O5 


mpg 


3,06 
7Al 
8,10 
8,65 


8,75 
9,72 


10,04 


Phosphorylierung des aus bei 0°C dreimal gewaschenem frischen Muskel- 
brei dargestellten Muskelpulvers bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen 
und beim Zusatz von Muskelkochsaft. 





Nr. 


Zusammensetzung 





Na, HPO,gsLésung H,O 


%o 


of NOK 


—- -§ WO SS 


or 


ccm 


or 


~ PF Oe 
or 


1,5 


3,5 


1,5 


3,5 


ccm 


2, 


or 


+ loecm NaF-Lésung 
+ 25 mg Glykogen 
+ 0,5 ¢ Mashelpsiver 


+4cem H,0 


+2eccm Muskel- 


kochsaft 


+4ecem Muskel- 


kochsaft 


In 0 Std. 
P20 


mg 


3,95 
10,27 
16,72 
35,10 
41,46 


5,35 
11,70 
18,15 
36.53 

6,90 
13,13 
19,58 
44,32 


Nach 6 Std. 
P205 


mg 


1,82 

7,50 . 
13.08 
30,52 
36,87 


1,91 
6,31 
11,64 
29,00 


2,48 
6,52 
11,64 
35,10 


Esterifi- 
ziertes P, O; 


mg 


2,13 
2,77 
3,64 
4,58 
4,59 


3,44 
5,39 
6,51 
7,53 
4,42 
6,61 
7,94 
9,22 
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Zusammenfassung. 


1. Zum Studium der Phosphatese erwies sich das nach dem Ver- 
fahren von Euler aus Taubenbrustmuskulatur gewonnene Muskel- 
pulver als besonders geeignetes Objekt, da es in der Zusammensetzung 
Na, H PO, + NaF + Glykogen + Muskelpulver stark phosphorylierte. 

2. Die Menge der durch das Muskelpulver esterifizierten Phosphor- 
saure steigt mit der Phosphatkonzentration stark an; 0,25 g Muskelpulver 
(1 g frischer Muskel) esterifizierte maximal 11,42 mg (= 4,57°.,) P,O,; 
Muskelkochsaft iibte auf die Phosphorylierung des nativen Muskel- 
pulvers keine erhebliche Wirkung aus, was so zu erklaren ist, da} das 
Muskelpulver die Cozymase in optimaler Menge enthalt. 

3. In dem mit Wasser bei Zimmertemperatur gewaschenen Muskel- 
pulver wird die Phosphorylierung in hohem Mae herabgesetzt, was 
einerseits auf den Mangel an Cozymase zuriickgefiihrt wérden kann, 
da Muskelkochsaft im Falle héherer Phosphatkonzentrationen die 
Phosphorylierung des gewaschenen Muskelpulvers bedeutend steigert 
(was bei niedrigen Phosphatkonzentrationen nicht zu beobachten 
ist); gewaschenes Muskelpulver esterifizierte 0,63°,, gewaschenes 
Muskelpulver -+- Muskelkochsaft 2,03°, P,O,; andererseits aber kann 
dieses Herabsetzen auf eine gewisse, mit dem Auswaschen der Cozymase 
verkniipfte Schidigung der Phosphatese zuriickgefiihrt werden, die 
sich in der Verschiebung des Phosphorylierungsoptimums nach klei- 
neren Phosphatkonzentrationen auBert. Durch Muskelkochsaft wird 
im gewaschenen Muskelpulver nicht nur die Phosphorylierung gesteigert, 
sondern es ist auch befahigt, der durch die Phosphateseschadigung 
verursachten Optimumverschiebung entgegenzuwirken. 

4. Statt Muskelkochsaft wirkt auch Hefenkochsaft reaktivierend 
auf die Phosphorylierung des gewaschenen Muskelpulvers ein, die tie- 
rische Cozymase kann also auch selbst bei der Phosphorylierung durch 
Hefencozymase ersetzt werden. ; 

5. Wird aus dem Muskel die Cozymase nicht durch Waschen des 
Muskelpulver bei Zimmertemperatur, sondern nach dem Verfahren 
von Euler, oder durch Waschen des frischen Muskelbreis bei 0° ent- 
fernt, so wird die Phosphatese weniger geschidigt, das Optimum der 
Phosphorylierung wird nicht nach kleinerer Phosphatkonzentration 
verschoben; das Phosphorylierungsoptimum in dem bei 0° gewaschenen 
Muskelpulver liegt nach Zusatz von Muskelkochsaft nahe der bei dem 
nativen Muskelpulver beobachteten optimalen Phosphorylierung. 

6. Das Muskelpulver bewahrt seine Phosphorylierungsfaihigkeit 
ziemlich lange, nach fiinfwéchigem Aufbewahren setzt sich seine 
Aktivitét nur um 20°, herab. Die Phosphorylierungsfahigkeit des 
frischen Muskelbreis sinkt dagegen auBerst rasch (nach einigen Stunden) 
herab. 
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7. Durch Insulin wird die Phosphorylierungsfihigkeit weder in 
frischem Muskelbrei, noch im Muskelpulver beeinfluBt. 

8. Das Insulin tibt auch auf die Phosphorylierung des cozymase- 
freien Muskelpulvers — unter den giinstigsten Bedingungen (hohe 
Phosphatkonzentration, wenig geschadigte Phosphatese) — keine be- 
trachtliche Wirkung aus; die unter Insulinwirkung in einzelnen Fallen 
beobachtete Steigerung der Phosphorylierung (maximal 5,4°%,) liegt 
innerhalb der Fehlergrenzen, dagegen wurde die Phosphorylierung 
durch Muskelkochsaft um 94,8°, und durch Hefenkochsaft um 49,0°,, 
gesteigert. Die im einzigen Falle beobachtete erheblich steigernde 
Wirkung des Insulins auf die Phosphorylierung kann auf den hohen 
anorganischen Phosphatgehalt des gebrauchten Insulins zuriickgefiihrt 
werden. Demnach kann das Insulin nicht als spezifischer Aktivator 
(Co-Phosphatese) der tierischen Phosphatese angesehen werden. 


Es ist uns eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle Herrn Professor 
Dr. Hans v. Euler unseren verbindlichsten Dank fiir die Uberlassung der 
Trockenhefepraparate und fiir seine Ratschlige beziiglich seiner Mikro- 
girmethode auszusprechen. Wir danken auch bestens den chemischen 
Fabriken Schering-Kahlbaum A.G., Berlin, Chr. Brunnengrdber, Schwaan, 
und Lévens, Kopenhagen, fiir die freundliche Uberlassung von Insulin- 
praparaten. 


Die in dieser Mitteilung publizierten Untersuchungen wurden mit 
Unterstiitzung des ,,Ungarischen Naturwissenschajtlichen Landesfonds* 
ausgefiihrt. 
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Uber Zuckeroxydationen und -zersetzungen. 


Ill. Mitteilung: 
Zur Theorie des Zuckerabbaues. 


Von 
K. Bernhauer. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) * 


(Eingegangen am 30. April 1929.) 


Bei Betrachtung des auf rein chemischem Wege bewirkten Zucker- 
zerfalles, sei es durch Oxydationsmittel, sei es durch Einwirkung von 
Alkalien, stehen wir einem derartigen Wirrsal von Erscheinungen 
gegeniiber, daB es nur mit Miihe gelingt, wesentliche Vorginge von 
unwesentlichen zu unterscheiden und so zu einem Einblick in die be- 
stehenden Verhaltnisse und weiterhin zu einem System der Zerfalls- 
prozesse bei den Zuckerarten zu gelangen. Bei Uberblickung der beim 
Zuckerzerfail entstehenden Reaktionsprodukte ergibt sich die Richtig- 
keit des Gesagten. Insbesondere wurde erst durch die eingehenden 
Untersuchungen Ne/fs zur Klarung des rein chemischen Zuckerzerfalls 
sowie der vorangehenden Umwandlungen beigetragen. Bei Betrachtung 
der Theorie des Zuckerzerfalls wird daher zweckmaBigerweise zunichst 
von den durch diesen Autor entwickelten Vorstellungen auszugehen 
sein und im AnschluB daran soll versucht werden zu zeigen, wieweit 
diese Vorstellungen mit den heutigen Erkenntnissen der Zuckerchemie 
noch vereinbar sind. Auf dieser Grundlage soll sodann ein Beitrag 
zur Theorie des Zuckerabbaues unter Einbeziehung der biologischen 
Zerfallsprozesse geliefert werden. 


1. Die Enoltheorie der Zuckerarten. 

Bereits Wohl und Neuberg! wiesen auf die Bedeutung der Enoli- 
sierung der Zuckerarten fiir deren gegenseitige Umwandlung hin und 
Nef? entwickelte eine umfassende Theorie iiber die Umwandlungen 
und den Abbau der Zuckerarten, die auf dieser Grundvorstellung 
fuBt. GemaB dieser Theorie erfolgt in alkalischer und zum Teil auch 


1 Wohl und Neuberg, B. 38, 3095, 1900. 
2 Nef, A. 408, 204, 1914 u.a.a. O. 
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in saurer Lésung eine Enolisierung der Zucker, wobei zunachst, wenn 
wir von der Betrachtung eines Aldehydzuckers ausgehen, 1, 2-Enoli- 
sierung stattfindet: 


CHO CHOH 


—_ 


| 
CHOH C.OH 


Diese sogenannte Dienolbildung fiihrt zu einem Gleichgewicht, indem 
das entstandene 1, 2-Dienol bei seiner Riickverwandlung auch andere 
Zuckerarten als die urspriinglich angewandten ergeben kann. Diese 
Umwandlungsvorgange sind unter dem Namen der Lobry de Bruynschen 
Reaktion bekannt. Wenn wir beispielsweise von Glucose ausgehen, 
gelangen wir demnach bei Einwirkung schwacher Alkalien zu folgendem 
System: 


d-Glucose @ «-1, 2-d-Glucosedienol @ d-Mannose 
d-Fructose @ 2, 3-d-Glucosedienol @ d-Pseudofructose 


‘ 
«- und B-d-Glucose. 


Analoge Prozesse finden auch in der |-Reihe, sowie in den beiden 
Galaktosereihen statt und ebenso bei den Pentosen und Tetrosen; hierauf 
sei jedoch in diesem Zusammenhange nicht weiter eingegangen. Mit Hilfe 
dieser Vorstellung gelingt es nun leicht, alle natiirlich vorkommenden, 
sowie synthetisch dargesteJlten einfachen Zuckerarten in ein iibersichtliches 
System zu bringan. 

An diese Vorstellungen tiber die Enolisierung der Zuckerarten 
kniipft nun die Nefsche Zerfallstheorie der Zucker an, indem die ge- 
bildeten Zuckerdienole unter bestimmten Versuchsbedingungen, ins- 
besondere in Gegenwart gréBerer Alkalimengen, nicht eine Umlagerung 
erfahren, sondern einem Zerfall unterliegen, bei dem die C-Kette an 
der Stelle der Doppelbindung gesprengt wird. Wir gelangen somit 
zu folgendem Schema des Zuckerzerfalls: 


CHOH H.CHO CH,OH CH,OH CH,OH  CH,OH 
| | 


I| | 
C.OH CHO C.OH CHO CHOH CHOH 


CHOH CHOH C.OH CHO C.OH CHO 
pes ea ag ns 
CHOH CHOH CHOH CHOH C.OH CHO 


| | | 
CHOH CHOH CHOH CHOH CHOH ’ CHOH 


| | 
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 
1, 2-Spaltung 2, 3-Spaltung 3, 4-Spaltung 
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venn Der Zerfall der einzelnen Zuckerdienole soll nun mit verschiedener 
noli- Leichtigkeit erfolgen, und zwar der Zerfall des 3,4-Dienols spontan, 
sobald nur einmal Bildung desselben erfolgt ist, wahrend die anderen 
Dienole neben dem Zerfall vornehmlich ciner Umlagerung unterliegen. 
die zur Bildung von Saccharinséuren fiihrt. Auf diesen Vorgang soll 
hier jedoch nicht weiter eingegangen werden. Die bei der 3, 4-Spaltung 
gebildeten Bruchstiicke (2 Mol Glycerinaldehyd) gehen auch eine 


dem weitere Umwandlung ein, die iiber Methylglyoxal zu Milchsaure fiihrt. 
dere 
Jiese 2. Der Zerfall in (€,-Ketten. 
chen a) Wenn wir nun unter den erwahnten Spaltungsvorgangen jenen 
hen, ProzeB herausgreifen, der nach dem Gesagten die anderen Zerfalls- 
idem vorgange tiberwiegt, namlich die Bildung von C,-Ketten aus den Hexosen, 
so sehen wir, daB gemaB der Nefschen Theorie ein langer Weg erforderlich 
ist, bis es zur Bildung des zerfallsbereiten Hexosedienols kommt; 
der stattfindende Vorgang sei hier noch hervorgehoben: 
otose : 
2a CHO CHOH CH,OH CH,OH 
CHOH C.OH C=O C.OH 
piden 
eraut CHOH CHOH CHOH C.OH 
Hilfe —> | —»> —p»> 
08 CHOH CHOH. CHOH CHOH 
CHOH CHOH CHOH CHOH 
arten | 
atl CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 
ins- 
rung CH,OH CH,OH CH,OH 
Mem CHOH CHOH CHOH 
omit | 
C:0 C.OH CHO 
20 H —p> —_ —> 
CHOH C.OH CHO 
OH 
CHOH CHOH CHOH 
O 
CH,OH CH,OH CH,OH 
O 


Weiterhin mu8 noch auf eine zweite Schwierigkeit dieser Art 
OH der Erklarung des Zuckerzerfalls hingewiesen werden, nimlich auf 
die Beobachtung von Nef!, daB Galaktose in viel geringerem Aus- 


.OH 
4 2 Ll. 6. 
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maBe das 3,4-Dienol bildet als Glucose, da sie durch Alkaliwirkung 
viel geringere Milchsauremengen liefert. Dieses Ergebnis wurde von 
Evans, Edgar und Hoff! in vollem Umfang bestitigt. 


b) Zur Erklarung des Zuckerzerfalls in C,-Ketten wurden weiterhin 
noch Vorstellungen entwickelt, die mit den fiir den biologischen Zucker- 
abbau aufgestellten Theorien in gewissem Zusammenhang stehen. 
Weiterhin sind diese Vorstellungen dadurch charakterisiert, daB sie 
zur Ringstruktur der Zucker Stellung nehmen. Die Heranziehung 
dieser Vorstellungen zur Erklarung der Abbauvorginge findet sich 
zuerst bei Groot? angedeutet, indem nach seiner Meinung in Gegenwart 
von Alkali zunachst Alkaliglucosatbildung unter Aufspaltung des 
Oxydringes stattfinden sol]. Diese Lésung des Ringes soll nach 
Fischler® eine Auflockerung des Molekiilgefiiges bewirken, wodurch 
die Méglichkeit eines leichten Zerfalls in zwei C,-Ketten gegeben ware. 


—) 


CHOH|) OH CHO CHO 
| | 
CHOH | CHOH CHOH 
O | | 
CHOH | +. CHOH H CH,OH 
| — + > 
CH— K CHOK OH CHO +KOH 
| | 
CHOH CHOH CHOH 
| | 
CH,OH CH,OH CH,OH 


Wie ersichtlich, wird hier die Aldehydgruppe des einen Mol 
Glycerinaldehyd vom C,-Atom der Hexose hergeleitet, die des zweiten 
vom ©,-Atom, dagegen in prinzipiellem Gegensatz hierzu bei der unter 
a) behandelten Vorstellung vom C,- und C,-Atom. 


Nun muB aber darauf hingewiesen werden, daB sich das angefiihrte 
Schema nur auf den Zerfall der h,-Glucose (labile y-Form) beziehen 
kann, da diese nach den jiingsten Befunden furoide Struktur besitzt. 
und nicht auf die n-Glucose, auf welcher Anschauung die genannten 
Autoren noch fuBen. Man miiBte daher annehmen, da8 in alkalischer 
Lésung ein Ubergang der n-Glucose in die h,-Glucose stattfinden 
kann, was durchaus im Bereich der Méglichkeit zu liegen scheint. 
Von dem Gedanken einer Umwandlung der n-Glucose in eine labile 
Modifikation unter der Einwirkung von Alkali gingen bereits Bleyer 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2665, 1926. 
2 Diese Zeitschr. 146. 72, 1924. 
3 H. 165, 53, 1927. 
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und Schmidt! aus, nahmen aber fiir die labile y-Glucose im Gegensatz 
zur tblichen Vorstellung eine Ringstruktur mit 4 C-Atomen an, die 
jedoch jeglicher experimentellen Stiitzen entbehrt. Wenn Fischler 
und Boettner? bei Ubertragung der erwahnten Vorstellung iiber die 
Rolle der Sauerstoffbriicke beim Zuckerzerfall auf die Pentosen, 
aus denen sie Methylglyoxal und Glykolaldehyd erhielten, annehmen, 
daB ihre Befunde auf einen y-Oxydring bei Arabinose und Xylose 
hindeuten, wahrend /rvine sowie Hirst eine 1, 5-Bindung wahrscheinlich 
machen konnten, so tibersehen sie wieder die Méglichkeit einer Um- 
lagerung der Sauerstoffbriicke in alkalischer Lésung. Es ist jedoch 
ersichtlich, daB das Wesentliche an beiden Vorstellungen als Arbeits- 
hypothese recht brauchbar erscheint; man mu nur annehmen, dab 
die 1,5-Oxydbriicke der n-Glucose in alkalischer Lésung eine Ver- 
schiebung erleiden kann, was zur Bildung der h,-Glucosé mit einer 
1,4-Bindung fiihrt. Im folgenden soll nun gezeigt werden, ob und 
wieweit diese Vorstellung tiber einen Zusammenhang zwischen der 
Spaltung der Glucose in zwei C,-Ketten mit der Sauerstoffbriicken- 
bindung der h,-Glucose auch auf die sonstigen Spaltungsvorgange 
iibertragen werden kann. 


3. Herleitung einer Zerfallstheorie der Zuckerarten unter Beriicksichtigung 
der Ringstruktur derselben. 


Wie aus den bisherigen Darlegungen hervorgeht, scheint die Auf: 
fassung, daB die 1, 4-Sauerstoffbriicke der labilen y-Glucose fiir deren 
Zerfall von entscheidender Bedeutung ist, als Arbeitshypothese recht 
brauchbar zu sein; es ist daher naheliegend, diese Vorstellung tiber 
die Mitwirkung des Sauerstoffringes bei der Zuckerspaltung auch 
auf den Zerfall der anderen Zuckermodifikationen zu_tibertragen. 


Wieweit diese Vorstellung mit den bisherigen experimentellen 
Befunden iibereinstimmt, wird im folgenden erértert, zunachst soll 
aber noch auf den rein chemischen Zerfall der y-Glucose usw. etwas 
naher eingegangen werden. 


a) Zur Spaltung der labilen Zuckerformen. 


Auf Grund der entwickelten Vorstellung iiber die Bildung von 
C,-Ketten durch Zerfall der h,-Glucose erscheint dieser Vorgang leichter 
verstandlich und zugleich der rein chemische SpaltungsprozeB mit 
den Vorstellungen tiber den biochemischen Abbau der Zucker nach 
Umwandlung in die labilen Modifikationen in nahe Parallele gebracht ; 
auf diesen Punkt wird spater noch zuriickzukommen sein. Hier sei 


1 Diese Zeitschr. 141, 278, 1923. 
2H. 177, 264, 1929. 
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noch auf den rein chemischen Zerfall der Galaktose hingewiesen. Die 
Bildung von C,-Ketten erfolgt hier in viel geringerem Umfange, wie 
aus der geringeren Milchsaurebildung aus Galaktose unter der Ein- 
wirkung von Alkalien hervorgeht. (Nef, l.c und Evans, Edgar und 
Hoff, 1.c.) Die oben entwickelte Theorie erméglicht nun folgende 
Erklarung dieser Beobachtung. Wie aus den untenstehenden Kon- 
figurationsformeln ersichtlich, ist ein Ubergang der 1, 5-O-Briicke 
der n-Glucose zur 1,4-O-Briicke der h,-Glucose leicht méglich, da 
die Sauerstoffbriicke auf der gleichen Seite liegt wie die OH-Gruppe 
am C,-Atom; dies ist jedoch bei der Galaktose nicht der Fall, und hierauf 
dirfte zuriickzuftihren sein, daB die n-Galaktose schwerer in die labile 
furoide Form tibergehen kann und daher auch nur in geringerem Aus- 
maBe dem Zerfall in zwei C,-Ketten unterliegt. Zur Veranschaulichung 
des Gesagten seien folgende Formelbilder angefiihrt: 





i- 





CHO CHO CHOH | CHOH 
H.C.OH H.C OH H.C.OH | H.C.OH 
| | O 
HO.C.H HO.C.H OH.C.H | HO.C.H O 
H.C.OH HO.C.H H.C.OH | HO.C.H 
H.C.OH H.C.OH H.¢c-—— .¢— 
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 
d-Glucose d-Galaktose n-Glucose n-Galaktose 
(Aldehydform) (1, 5-Cycloform) 
| ae 
CHOH | ——_—CHOH 
| 
H.C.OH | | H.C.OH 
O O 
HO.C.H 'HO.C.H 
H.c———_ —— 
H.C.OH H.C.OH 
CH,OH CH,OH 
h,-Glucose (h,-Galaktose) 


(1,4-Cycloform) 


In Analogie zu diesem rein chemischen Verhalten der Galaktose 
steht auch deren Sonderstellung im biologischen Geschehen, und 
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zwar iiberall dort, wo es sich um die Spaltung in zwei C,-Ketten handelt. 
Durch Hefe wird bekanntlich Galaktose viel langsamer und schlechter 
vergoren als die Zuckerarten der Glucosereihe (Glucose, Mannose, 
Fruktose) und die Eignung der Galaktose zur Glykolyse (Milchsaure- 
bildung im tierischen Organismus) konnte noch nicht sichergestellt 
werden. Dieses abweichende Verhalten der Galaktose im biologischen 
Abbau koénnte gleichfalls mit der oben erérterten Vorstellung zu- 
sammenhangen. 


Es soll hier noch hervorgehoben werden, daB bereits vielfach 
darauf hingewiesen wurde, daB Zuckerarten mit einer anderen als 
der normalen Sauerstoffbriicke viel reaktionsfahiger sind und so auch 
verdiinnte Kaliumpermanganatlésung sofort entfarben. Kuhn und 
Wagner-J auregg' betonen jedoch, daB es auf Grund der bisherigen 
Literaturangaben zweifelhaft erscheint, ob die durch die Spannweite 
der Sauerstoffbriicken von den stabilen Hexosen unterschiedenen 
Zuckerarten allgemein mit Permanganat besonders leicht reagieren. 
GemaB der hier entwickelten Theorie soll nun die Labilitat einer Zucker - 
art durch das Vorhandensein einer 1, 4-Sauerstoffbriicke bedingt sein 
und der stattfindende ZerfallsprozeB charakterisiert durch die Bildung 
von C,-Ketten. Weiterhin méchte ich erwahnen, daB Armstrong und 
Hilditsch® fanden, daB mit Alkali gestandene Zuckerlésung nach dem 
Neutralisieren von Kaliumpermanganat rascher angegriffen wird als 
ohne Vorbehandlung; sie fiihren diese Erscheinung auf die Enolisierung 
zurick. Kuhn und Wagner-Jauregg (l.c.) konnten dieses Ergebnis 
bestatigen, wiesen aber darauf hin, dab die beobachtete Erscheinung 
nicht ausschlieBlich auf die Bildung von Enolmolekiilen des Zuckers 
zuriickgefiihrt werden kann, da die durch das Alkali bewirkte Anderung 
zum gréBten Teil irreversibel erscheint. GemaB der entwickelten 
Theorie wiirde es sich hierbei um die Bildung von labilen y-Zuckern 
unter der Einwirkung des Alkalis handeln. 


Weiterhin muB hier noch der Abbau der Fructose angedeutet 
werden, denn bekanntlich wird dieselbe durch Alkalien usw. viel leichter 
angegriffen als Glucose. Wie hier die Verhaltnisse liegen, erscheint 
jedoch noch recht unklar; ob also zunichst ein Ubergang in Glucose 
erfolgt, bzw. ob eine leichtere Umformung in die y-Modifikation 
méglich ist oder ob weiterhin ein Zusammenhang zwischen den labilen 
am-Formen der Glucose und Fructose besteht, ist noch daraus zweifel- 
haft. Kuhn und Wagner-Jauregg (|. c.) versuchten auch, einen Beitrag 
zur Kenntnis der im Rohrzucker enthaltenen Fructosemodifikation 
zu liefern, erzielten jedoch mittels ihrer Methode keinen Effekt, 
1 B. 58, 1441, 1925. 

2 Soc. 115, 1410, 1919. 
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der den SchluB zulassen wiirde, daB die Fructose im Rohrzucker in 
labiler Form vorliegt. Es gelang aber im hiesigen Institut H. Wolf, 
unter bestimmten Bedingungen aus Rohrzucker eine derart hohe 
Ausbeute an Milchséiure zu erhalten, daB ich daraus den SchluB 
ziehen kann, daB unter diesen Bedingungen der Fructoseanteil im 
Rohrzucker einem fast quantitativen Zerfall in C,-Ketten unterliegt, 
ein Befund, der unter der Voraussetzung, daB die Fructose im Rohr- 
zucker in labiler Form vorliegt, eine experimentelle Stiitze fiir die 
entwickelte Theorie darstellt, derzufolge nur die labilen Zuckerformen 
unter Bildung von C,-Ketten zerfallen’. 


b) Der Abbau der stabilen Zuckermodifikationen. 


DaB eine direkte Ubertragung der in Diskussion stehenden Vorstellung 
auf den Zerfall der n- und h,-Glucose nicht durchfiihrbar ist, geht aus 
folgender Uberlegung hervor: Auf Grund der experimentellen Befunde 
von Nef? wird bei der oxydativ-alkalischen Spaltung der d-Glucose d-Arabon- 
saure gebildet; diese Substanz nun kann nur entstehen, wenn Abspaltung 
des C,-Atoms der Glucose stattfindet, nicht aber, wenn man sich das C,-Atom 
abgespalten denkt, wie es sein miiBte, wenn man diesen Spaltungsvorgang 
von der h,-Glucose herzuleiten sucht. Das gleiche gilt fiir die Bildung 
der d-Lyxonsaéure bei der Oxydation der Galaktose unter analogen Be- 
dingungen. Analoges ergibt sich bei der Betrachtung eines zweiten Bei- 
spieles*. Die Glieder der d-Glucosereihe geben bei der Oxydation in alka- 
lischer Lésung unter Beriicksichtigung der C,-Ketten vornehmlich d-Ery- 
thronséure, Galaktose dagegen vornehmlich |-Threonséure; dieses Ergebnis 
ist gleichfalls nur aus dem Zerfall des 2, 3-Dienols herleitbar, wie es die 
Nefsche Theorie verlangt, denn wenn die Spaltung an der 4, 5-Stelle der 
n-Glucose erfolgen wiirde, so miiBten in beiden Fallen identische Produkte 
entstehen. 


Aus dieser Uberlegung sind demnach die Grenzen der in Diskussion 
stehenden Theorie sofort ersichtlich. Die Theorie iiber die Mitwirkung 
der Sauerstoffbriicken fiir den Zuckerzerfall kann in dieser Gestalt 
nur fiir die Spaltung der h,-Glucose, also den Zerfall in C,-Ketten 
Geltung haben, wahrend ein Zerfall der beiden stabilen Zuckerformen 
auf Grund eines analogen Mechanismus nicht denkbar erscheint. 
Man kann sich daher vorstellen, daB die Wirkung von OH-Ionen auf 
Zuckerarten einerseits auf einer Umformung der stabilen Zuckerform 
durch Enolisierung und Zerfall der gebildeten Zuckerdienole beruht, und 
andererseits im Ubergang in die labile y-Modifikation, was zur Spaltung 
in C,-Ketten fithrt. Jn sawrer Lésung dagegen erscheinen die Zuckerarten 
relativ stabil, vermégen daher nicht in labile Formen iiberzugehen 
und unterliegen daher auch keiner Spaltung in C,-Ketten. Gehen 


1 Uber die diesbeziiglichen Versuche wird demnichst berichtet werdeng 
2 A. 408, 206, 1914. 
3 Nef, 1. c., S. 222. 
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nun Oxydationen in saurer Lésung vor sich, so finden wir, dab vor- 
nehmlich die Aldehydgruppe angegriffen wird, was zur Bildung der 
betreffenden Hexonsauren fiihrt. Die weitere Einwirkung von Oxy- 
dationsmitteln scheint alsdann am C,- oder C,-Atom stattzufinden, 
oder aber sie fiihrt zur Bildung von Dicarbonsiuren von gleicher 
C-Anzahl; insbesondere den letzterwihnten Vorgang finden wir nur 
in saurer Lésung verwirklicht. 


4. Erweiterung der entwickelten Theorie auf den biochemischen Zuckerabbau. 


Es erscheint sehr verlockend, die erérterten Vorstellungen von 
allgemeineren Gesichtspunkten aus zu priifen und so auch auf den 
biochemischen Abbau der Hexosen zu erweitern. Hier scheint eine 
Reihe von Befunden fiir dic auseinandergesetzte Anschauung zu sprechen. 
Beim Abbau der Glucose (bzw. der Zuckerarten der Glucdsereihe bei 
Annahme von Isomerasen) im biologischen Geschehen kénnen wir 
zweierlei Vorginge von grundsatzlicher Bedeutung unterscheiden!: 


I. Abbautypus. Hierher gehéren Abbauprozesse, die durch an- 
oxydative Spaltung des Glucosemolekiils in C,-Ketten charakterisiert 
sind, und die eine Umformung der n-Glucose in die labile, zerfallsbereite 
Modifikation (y-Form, h,-Glucose) zur Voraussetzung zu haben scheinen. 
Im Zusammenhang damit diirfte fiir diese Prozesse die vorangehende 
Phosphorylierung Bedingung sein. Hier werden alle jene Vorginge 
einzureihen sein, die im wesentlichen, wenigstens in den Anfangsstadien, 
gemaB dem Neubergschen Abbauschema verlaufen. Im Mittelpunkt 
dieser Abbauvorgange steht bekanntlich das Methylglyoxal, und als 
charakteristisches Spaltprodukt desselben ist der Acetaldehyd auf- 
zufassen. Alle Prozesse, bei denen daher im Zuckerabbau Acetaldehyd 
erhalten werden kann, werden hier einzuordnen sein. DemgemaB 
gehéren hierher: die alkoholische Zuckerspaltung sowie die intra- 
molekulare Atmung bei Pflanzen, die Milchsdurebildung im tierischen 
Organismus (die Glykolyse) sowie durch Bakterien, die Essigsiure- 
bildung beim Zuckerzerfall durch verschiedene Organismen, die Butter- 
sduregérung usw. 

II, Abbautypus. Hier sind diejenigen Abbauprozesse einzuordnen, 
die nicht in einer Spaltung bestehen, sondern in einem primaren Oxy- 
dationsvorgang an der ,,Aldehydgruppe*; fiir diesen ProzeB scheint 
keine Umformung der n-Glucose in die labile Form erforderlich zu 








1 Vor kurzem entwickelte ich bereits den Grundgedanken dieser Vor- 
stellung gelegentlich einer Diskussion iiber die Hypothesen der Citronen- 
sdurebildung durch Pilze (diese Zeitschr. 202, 164, 1928). Etwas spater 
hob unabhangig davon D. Miiller (diese Zeitschr. 205, 111, 1929) gleichfalls 
die zwei erwaihnten Typen des Hexosenabbaues hervor. 
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sein und daher ebensowenig die Phosphorylierung. Hierher gehért 
in erster Linie die Gluconsaurebildung, die wir bei einer groBen Anzahl 
von Pilzen und Bakterien realisiert finden. Der weitere Angriff scheint 
in zweierlei Weise erfolgen zu kénnen: 


a) Durch Oxydation des C,-Atoms gelangt man zur 5-Ketoglucon- 
siure, ein Vorgang, der beispielsweise bei Bact. xylinum usw. ver- 
wirklicht ist. Zugleich scheint hier ein Zusammenhang mit der 1, 5- 
Oxydbriicke der n-Glucose ersichtlich zu sein. 


b) Durch Oxydation des C,-Atoms kommt man schlieBlich zur 
Zuckersaure. Aspergillus niger scheint zur Durchfiihrung dieses Vor- 
ganges befahigt zu sein. Erfolgt zunachst Oxydation des C,-Atoms 
zur Carboxylgruppe, so gelangt man zu der im Pflanzen- und Tierreich 
weit verbreiteten Glucuronsiure. 4H. Pringsheim! sucht z. B. das 
Auftreten der Glucuronsiurepaarlinge in der Weise zu erklaren, dab 
die bei der Spaltung von Disacchariden mit 1, 6-Oxyd-Briickenbindung 
auftretenden Reste zu einer Oxydation am C,-Atom pradestiniert sein 
miiBten, wahrend die Aldehydgruppe des Zuckers durch Kondensation 
mit verschiedenen Paarlingen geschiitzt erscheint. Bei diesen Abbau- 
vorgangen scheint rein auBerlich ein Zusammenhang mit der Briicken- 
bindung in der h,-Glucose vorzuliegen. 

Das Kennzeichnende fiir diesen zweiten Typus ist demnach der direkte 
Angriff auf das Zuckermolekiil, ohne daB erst eine Umformung in eine labile, 
leichter abbaufahige Modifikation erfolgen wiirde. Unter Beriicksichtigung 
dieser Vorstellung werden hier daher unter den biologischen Prozessen auch 
jene Oxydationsvorginge bei Zuckerarten anzuschlieBen sein, die nicht 
nur an Hexosen einsetzen, sondern auch an anderen Koérpern der Zucker- 
gruppe. Demgema8 werden hier beispielsweise auch die sonstigen Oxyda- 
tionen durch Bact. xylinum usw. einzuordnen sein, wie die Uberfiihrung 
von Glycerin in Dioxyaceton, von Mannit in Fruktose, die Oxydation von 
Pentosen usw. 

Mit Hilfe der hier entwickelten Vorstellung 148t sich demnach 
eine ganze Reihe biologischer Vorgange in ein bestimmtes System 
bringen, und damit scheint auch ein besseres Verstandnis dieser Prozesse 
moglich zu sein. Es sei hier die entwickelte Theorie nur noch an einem 
Beispiel gepriift. 

Der Abbau der Glucose im tierischen Organismus erfolgt bekanntlich 
durch Glykolyse unter Milchséurebildung und andererseits durch weiteren 
Abbau der primar gebildeten C,-Ketten. Dieser Spaltungsvorgang wird 
auf die primare Bildung der zerfallsbereiten Zuckermodifikation zuriick- 
gefiihrt, wobei die Phosphorylierung eine bestimmte Rolle spielt. Diese 
Umformung soll auf enzymatische Prozesse zuriickzufiihren sein, bei denen 
das Insulin die Rolle eines Aktivators spielt. Der diabeteskranke Organismus 
ist zu diesen Abbauvorgangen infolge des Mangels an Insulin nicht befahigt, 


1 Diese Zeitschr. 156, 109, 1925. 
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sondern erst nach Injektion desselben. Eine zweite Méglichkeit zur Ver- 
wertung von Kohlehydraten durch den Diabetiker besteht in der Zufuhr 
abbaufahiger Substanzen. Als solche erwiesen sich, neben der allgemein 
leichter abbaufahigen Fructose, als geeignet: Dioxyaceton, also eine Triose, 
die man sich durch Spaltung von Hexosen in C,-Ketten entstanden denken 
kann, ferner Gluconsdéure, die durch Oxydation der n-Glucose entsteht 
und die anscheinend leichter abgebaut werden kann als Glucose selbst, 
wie auch eigene Erfahrungen iiber die Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd 
auf beide Substanzen lehrten!, und weiterhin erscheint geeignet carameli- 
sierter Zucker, also Zuckeranhydride, die auBer der n-Sauerstoffbriicke 
wahrscheinlich auch eine 1, 4-Sauerstoffbriicke enthalten, womit die leichtere 
Abbaufahigkeit zusammenhingen mag. Alle diese Befunde stehen demnach 
mit der entwickelten Theorie des Zuckerabbaues im guter Ubereinstimmung. 


Es sei jedoch noch darauf hingewiesen, daB in der hier entwickelten 
Anschauung zunachst nicht mehr als eine Arbeitshypothese erblickt 
werden soll, deren experimentelle Uberpriifung von verschiedenen 
Richtungen her in Angriff genommen ist; iiber experimentelle Beitrage 
zu der auseinandergesetzten Theorie sol] auch alsbald berichtet werden. 


1 Bernhauer und Nistler, diese Zeitschr. 205, 230, 1929. 








Uber Zuckeroxydationen und -zersetzungen. 


IV. Mitteilung: 
Zum Verhalten der Glucose in schwefelsaurer Lésung. 


Von 
K. Bernhauer. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 30. April 1929.) 


In einer vorangehenden Mitteilung! wurde festgestellt, daB Glucose 
in Gegenwart von Calciumcarbonat durch Wasserstoffsuperoxyd relativ 
leicht angegriffen wird, und daB hierbei neben anderen Zersetzungs- 
und Oxydatiensprodukten auch Acetaldehyd und Essigséure in ge- 
wissen Mengen gebildet werden. Die Bildung dieser Produkte ist nur 
in der Weise zu erklaren, daB Spaltung des Zuckermolekiils in zwei 
C,-Ketten erfolgt und aus diesen intermediar Methylglyoxal gebildet 
wird. Beim Zerfall desselben entsteht dann Acetaldehyd und aus diesem 
Essigsdure. Geringe Mengen Essigsaure konnten auch bei der Einwirkung 
von Wasserstoffsuperoxyd auf reine Glucoselésungen aufgefunden 
werden, und weiterhin fanden bereits Cross, Bevan und Smith® bei der 
Zersetzung von Glucose durch Wasserstoffsuperoxyd in Gegenwart 
einer Spur Ferrosulfat neben anderen Produkten auch Essigsaure. 
Bei den letztgenannten Versuchsanordnungen gehen die stattfindenden 
Zerfallsreaktionen in saurer Lésung vor sich, da zugleich erhebliche 
Saurebildung erfolgt. Daher erscheint die Bildung der Essigsaure 
recht bemerkenswert, da sie nur aus Produkten der Zuckerspaltung 
in C,-Ketten hergeleitet werden kann. Nun findet aber diese Art der 


1 Bernhauer und Nistler, diese Zeitschr. 205, 230, 1929. 
2 Proc. chem. Soc. 194, 115, 1898. 
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Spaltung sonst ausschlieBlich nur in alkalischem Medium statt, wenn 
auch vielfach eine sehr geringe Alkalitat hierzu geniigt. Die genannten 
Falle sind die einzigen, bei denen auch in saurer Lésung der erwahnte 
Spaltungsvorgang realisiert erscheint!. Auf Grund dieser Uberlegung 
wird man sich daher der bereits von Cross, Bevan und Smith ausgespro- 
chenen Ansicht anschlieBen miissen, daB unter dem EinfluB des Wasser- 
stoffsuperoxyds zunachst eine innere Umlagerung im Hexosemolekiil 
stattfindet, wihrend den Oxydationswirkungen nur untergeordnete 
Bedeutung zukommt. 


Es war daher von Interesse festzustellen, ob auch in von vornherein 
sauren Lésungen Wasserstoffsuperoxyd eine Spalfiing in C,-Ketten 
bewirken kann, die sich in der Bildung von Essigsiure dokumentieren 
miBte. 


Weiterhin ist bekannt, daB die Zuckerarten in saurer Lisung viel 
schwerer einer Umwandlung unterliegen, wie u. a. aus den Unter- 
suchungen von Bleyer und Schmidt? hervorgeht. Diese Autoren nehmen 
an, daB dieses Verhalten auf die Verschiebung des Gleichgewichts 
zugunsten der stabileren a-Glukose zuriickzufiihren sei. Gema® der in 
der vorangehenden Mitteilung entwickelten Theorie itiber den Zucker- 
zerfall werden wir jedoch anzunehmen haben, daB in saurer Lésung 
kein Ubergang der n-Glucose in die labile h,-Modifikation erfolgen kann, 
und daB deshalb die Glucose in saurer Lésung viel stabiler erscheint. 
Es sollte daher im folgenden festgestellt werden, bei welcher Aziditat 
die Glucose in geringstem AusmaBe bzw. am langsamsten von Wasser- 
stoffsuperoxyd in Gegenwart von Ferrosulfat angegriffen wird. Analoge 
Versuche wurden auch zur Erganzung der Versuche von Bleyer und 
Schmidt (1. c.) in Abwesenheit von Wasserstoffsuperoxyd vorgenommen. 


Ergebnisse. 


a) Bei der Hinwirkung von Wasserstoffsuperoryd auf Glucose in 
schwefelsaurer Lésung in Gegenwart von Ferrosulfat fand bereits bei 
Zimmertemperatur recht weitgehender Abbau statt. Hierbei wurde 
niemals Essigsiure als Reaktionsprodukt aufgefunden, wohl aber 
gréBere Mengen Ameisensaure. Die Menge der gebildeten Ameisensaure 
stellt eine Funktion der Schwefelsiurekonzentration dar, doch scheinen 
von 10 n Schwefelsiure an bereits sekundire Prozesse vor sich zu gehen. 


1 Nur bei einem zweiten Typus von Vorgingen scheint gleichfalls 
Zerfail des Zuckermolekiils in C,-Ketten in schwach-saurer Lésung vor- 
zuliegen, némlich in Gegenwart aromatischer Amine und Essigséiure. Bei 
dieser Reaktion konnte namlich Cameron Methylglyoxal auffinden. Soc. 
Amer. 49, 1759, 1927. 

2 Diese Zeitschr. 141, 278, 1923. 
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In Gegenwart von 1 n bis 5n Schwefelsiure blieb das Wasserstoff- 
superoxyd am langsten bestehen, die Reaktion verlief demnach hier 
am langsamsten, die Glucose scheint hierbei in ihrer stabilsten Form 
vorzuliegen. 


b) Durch die Einwirkung von Schwefelsdure allein auf Glucose 
traten gleichfalls Anderungen ein, die sich in Ubereinstimmung mit 
den Ergebnissen von Bleyer und Schmidt zunachst in einer Erhéhung 
der optischen Drehung kundtaten. Bis zur Konzentration einer 10n 
Schwefelsiure trat keine wesentliche Verminderung der Glucose- 
menge ein, gemessen durch Bestimmung des Reduktionsvermégens, 
sowie Vergarung. Dagegen bewirkten héhere Schwefelsaurekonzentra- 
tionen bereits eine weitgehende Anderung im Glucosegehalt; dabei 
wurde durch Bestimmung des Reduktionsvermégens stets bedeutend 
mehr Zucker (berechnet fiir Glucose) aufgefunden als durch Vergarung. 
Dieser Befund kénnte einerseits durch die Bildung unvergarbarer 
reduzierender Disaccharide erklart werden, andererseits ware aber auch 
méglich, daB hierbei teilweiser Ubergang der n-Glucose in die h,-Glucose 
stattgefunden haben kénnte, die je nach den Feststellungen H. Prings- 
heims! unvergarbar ist. Falls diese Vermutung eine experimentelle 
Stiitze erhalt, werden wir fiir die Disaccharidbildung auf rein chemischem 
Wege folgende Méglichkeiten ins Auge zu fassen haben: 


1. Die Bildung von Disacchariden in alkalischer Lésung wiirde 
zu Produkten fiihren, die die Zucker in n- oder h,-Form enthalten, 
bzw. bei denen fiir die gegenseitige Bindung der beiden Hexosen auBer 
dem C,-Atom das C,- und C;-Atom in Betracht kommt. 


2. Die Disaccharidbildung in stark saurer Lésung wiirde zu Pro- 
dukten fiihren, in denen die Hexosen in der n- und h,-Form vorlagen, 
bzw. bei denen die Bindung tiber das C,;- oder C,-Atom erfolgte. 


Ich hoffe iiber Untersuchungen in dieser Richtung in absehbarer 
Zeit berichten zu kénnen. 


Experimentelles. 
(Mit F. Vetera). 


Aus einer gréBeren Anzahl von Versuchsreihen seien hier nur zwei 
wiedergegeben, da aus denselben alles Wesentliche ersichtlich ist. 


In den Versuchen 44 bis 51 wurden jeweils 10 g Glucose mit je 0,01 g 
Ferrosulfat in 100 ccm Schwefelséure von bestimmter Normalitaét geldst 
und nach Zusatz von 2 Mol Wasserstoffsuperoxyd (Perhydrol) bei Zimmer- 
temperatur in einem Wasserbad (17°) stehengelassen. Hierbei trat zundchst 
Selbsterwarmung ein. Nach Verbrauch des Wasserstoffsuperoxyds, was 


1 Pringsheim und Kolodny, B. 59, 1135, 1926. 
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bei Versuch 47 erst am zehnten Tage durch langeres Erwarmen gelang, 
wurde die Menge des noch vorhandenen Zuckers durch Bestimmung des 
Reduktionsvermégens ermittelt und dann die fliichtigen Bestandteile durch 
Wasserdampfdestillation gewonnen. Im Destillat wurde die Menge der 
Ameisensaéure mittels Sublimat bestimmt und der gréBte Teil des Destillats 
mit Bleicarbonat umgesetzt, von dem beim Einengen auskristallisierenden 
Bleiformiat abfiltriert, mit Schwefelwasserstoff entbleit und mit Silber- 
carbonat behandelt. Durch Einengen des Filtrats konnte nur in dem Ver- 
suche ohne Schwefelsaiure etwas Silberacetat gewonnen werden. Der Riick- 
stand nach der Wasserdampfdestillation enthielt nicht fliichtige Sauren, wie 
daraus hervorging, daB nach der Behandlung mit Bariumcarbonat im 
Filtrat gréBere Mengen Barium gelést waren. In Abhangigkeit von der 
Schwefelséurekonzentration nahm die Menge des in Lésung befindlichen 
Bariums ab, die Ameisenséuremenge dagegen zu. In Gegenwart von 10 n 
Schwefelsiure war noch am meisten Zucker vorhanden. 








Nr. 8 g Mol g nach Tagen: 
44 0 5,25 1,77 0,76 1,78 3 

45 n/10 5,1 1,15 0,45 2,20 4 

46 ln 5,4 1,26 0,54 2,08 9 

47 5n 5,5 1,04 0,44 1,69 (10) 

48 10 n 6,15 2,24 0,96 1,41 6 

49 20 n 4,35 2,97 1,27 1,24 4 

50 22 n 4,25 3,42 1,47 1,26 3 

51 24n 4.05 3,57 1,53 0,62 3 


In den Versuchen 36 bis 43 wurden je 10 g Glucose in 100 cem Schwefel- 
siure von bestimmter Konzentration gelést und bei Ziramertemperatur 
stehengelassen. Nach 24 Stunden wurde die optische Drehung gemesser, 
sowie die noch vorhandene Zuckermenge durch Bestimmung des Reduktions - 
vermoégens gegeniiber Fehling ermittelt. Weiterhin wurde aus einem 
aliquoten Teil der Lésung die Schwefelsiure mittels Bariumcarbonat 





Glucose 
Versuch H.SO, Drehungswinkel = ” Febling aes Vergarung 

Nr. g 4K 

36 0 10°10’ 10 10 

38 ln 10°32’ 9,96 94 

39 5n 1192’ 9,88 9,7 

49 10 n 11°50’ 9,7 10 

41 20 n — 6,7 2,8 

42 22 n - 5,8 2,13 


43 24 n — 33 1,3 
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entfernt und durch Vergarung im Lohnsteinschen Saccharometer die Zucker- 
menge festgestellt. Das Filtrat nach der Behandlung mit Bariumcarbonat 
enthielt stets Barium gelést, was auf die Bildung von Sauren hinweist. 


Zusammenfassung. 


1. In schwefelsaurer Lésung erwies sich Glucose gegeniiber Wasser- 
stoffsuperoxyd in Gegenwart von Ferrosulfat weit bestandiger als in 
urspriinglich neutraler Liésung. Die Glucose scheint hierbei in einer 
stabileren Form vorzuliegen. 

2. Unter diesen Versuchsbedingungen erfolgte niemals Bildung 
von Essigsaure, woraus hervorgeht, daB hier keine Spaltung des Zucker- 
molekiils in C,-Ketten stattfindet. 
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Erfahrungen 
iiber die titrimetrische Mikrocholesterinbestimmung. 


Von 


A. Hinrichs und L. Klemm. 
(Aus der Direktorialabteilung des Allgemeinen Krankenhauses’ Eppendorf.) 
(Eingegangen am 5. Mai 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Auf dem Gebiete des Cholesterinstoffwechsels fehlt es, speziell fiir 
die Klinik, noch an einer genauen Mikrobestimmung. In einer Arbeit 
von W. Hueck aus dem Erginzungsheft zu Band 36 des Zentralblattes 
fiir allgemeine Pathologie und pathologische Anatomie findet sich eine 
Angabe tiber die Fehlergrenzen der einzelnen Methoden. Die gribte 
erstreckte sich von — 25°, bis + 36°. 

Aus diesen Uberlegungen heraus haben wir uns an die Priifung 
der Untersuchungstechnik gemacht. Bei der Bestimmung des Chole- 
steringehalts im Blute scheiden Makrobestimmungen bei Serien- 
untersuchungen wegen der haufig bestehenden Schwierigkeit der Be- 
schaffung geniigender Untersuchungsmengen aus. 

Eine Makrobestimmung nach Windaus wiirde etwa 15 bis 20 cem Blut 
beanspruchen. Bei Doppelbestimmungen des freien und des Gesamt- 
cholesterins miiBte man also wenigstens 60 ccm gebrauchen. Es liegt auf 
der Hand, wie leicht man hier bei Patienten auf Schwierigkeiten stoBen 
kann, ja beim Saéugling ist es sogar unmdéglich. Dabei ist nach Windaus 
bei seiner Makrobestimmung mit einer Durchschnittsfehlergrenze von 
2 bis 3°, zu rechnen. 

Eine Mikroanalyse, die der Makrobestimmung an Genauigkeit 
gleichkommt oder nur wenig nachsteht, muB deshalb geschaffen werden. 
Die Erfahrungen bei der kolorimetrischen Untersuchung waren nach 
unseren Arbeiten nicht ermutigend, sie weiter auszubauen. Die Kolori- 
metrie ist fiir denjenigen, der nicht fortlaufend sich mit der Kolori- 
metrie beschaftigt, zu subjektiv. 


Wir gingen deshalb zu der von A. v. Szent-Gyérgyi im Band 136 
dieser Zeitschrift angegebenen Bestimmung iiber. Sie scheint 
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uns durchaus brauchbar zu sein. Allerdings ist die Beschreibung der 
Methode nicht so ausfiihrlich, daB sie ohne Schwierigkeiten und langes 
Einarbeiten von einem Mediziner ohne Kenntris der chemischen Arbeits- 
weise benutzt werden kann. Ferner kann sie sicher noch in Einzelheiten 
verbessert werden. Der Fehler, der durch die Schwierigkeiten der 
quantitativen Prazipitierung und die Reinigung des Niederschlags 
entstehen, sind durch Tominaga! weiter eingeengt. Nach seinen Ar- 
beiten betraigt die héchste Fehlergrenze + 54°,. Dieser Wert ist 
durch die gravimetrische Bestimmung gefunden. 


Bei Mangel an geeigneten Waagen wird man die titrimetrische 
Methode anwenden miissen. Dadurch wird die Bestimmung kompli- 
zierter und die Genauigkeit durch die vermehrten Handgriffe im un- 
giinstigen Sinne beeinfluBt. Eine sorgfaltige Durcharbeitung scheint 
uns gerade hier fiir die Verfeinerung notwendig. Im folgenden seien 
unsere Erfahrungen tiber diese Cholesterinbestimmung niedergelegt : 


Zur Bestimmung des freien Cholesterins versetzen wir 2 ccm Blut — 
sofort nach der Entnahme aus der Vene, Schiittelblut oder Citratblut - 
mit 5cem einer 2°, igen Natronlauge. Bis zur vollkommenen Lésung 
der roten Blutkérperchen wird auf dem Wasserbad erwairmt. Nach 
dem Erkalten wird mit Wasser in einem kleinen Schiitteltrichter iiber- 
gespilt und mit Chloroform (viermal etwa 10 ccm) ausgeschiittelt 
Um die Menge des Gesamtcholesterins zu ermitteln, mu8 man 1 ccm 
Blut und 10 cem einer 5°,,igen alkoholischen Natriumhydroxydlésung 
8 Stunden auf dem siedenden Wasserbad am Steigrohr erwarmen 
Nach dem Erkalten wird mit Wasser iibergespiilt, auf das dreifache 
Volumen verdiinnt und ausgeschiittelt. (Zur Herstellung der alkalischen 
Natronlésung erwirmt man 5g Atznatron und 95g Alkohol abs. bis 
zur Lésung. Zur Verhinderung zu starker Sodabildung verschliebt 
mun die Flasche wihrend des Erwarmens mit einem Natronkalkrohr. ) 


Eine Schwierigkeit beim Ausschiitteln des freien Cholesterins ist 
das leichte Entstehen von Emulsionen. Beim Gesamtcholesterin spielt 
dieser Umstand keine Rolle, da man zur Zerstérung der Emulsion un- 
besorgt noch Alkohol zugeben kann. Beim freien Cholesterin dagegen 
bekamen wir auch bei nur geringem Alkoholzusatz zu hohe Werte 
Als bestes Verfahren beim Ausschiitteln hat sich folgendes bewahrt 
Zur vollig erkalteten Fliissigkeit gibt man wenige Kubikzentimeter 
konzentrierte Natronlauge Eine Emulsion tritt dann weniger leicht 
auf und eine Verseifung von Cholesterinestern ist in der Kalte nicht zu 
befiirehten Bei den ersten Extraktionen schiittelt man nur ganz vor- 
sichtig, lat absetzen und das Chloroform in ein kleines 20 bis 50 ccm 


1 Diese Zeitschr. 155, 119, 1925. 





E 
Zt 
si 
ve 


au 


Me 
Wi 


wa 
nic 


mi 








der 
nges 
pits - 
iten 
der 
lags 


ist 


sche 
ipli- 
un- 
eint 
eien 
t: 


it — 
t - 
ung 
tach 
ber- 
telt. 
ccm 
ung 
nen 
ache 
shen 
bis 
lie Bt 
yhr.) 
3 ist 
pielt 
un- 
agen 
arte 
hart 
eter 
‘icht 
t zu 
vor- 
cem 





Titrimetrische Mikrocholesterinbestimmung. 193 


Becherglas ablaufen, in welchem man es jedesmal verdunsten laBt. 
Erst bei den spateren Extraktionen schiittelt man kraftig. Dabei ist 
zu beachten, daB im ganzen viermal krdftig ausgeschiittelt wird. (Will 
sich die Emulsion nicht recht teilen, so kann man dieses oft durch 
vorsichtiges Erwirmen des unteren Teiles des Scheidetrichters oberhalb 
des Hahnes erreichen. Man muB aber acht geben, daB das Chloroform 
nicht anfangt zu sieden.) 


Ist das Chloroform im Becherglas vollkommen eingedampft, so 
fiillt man das Glas mit 5 bis 6cem Aceton, erhitzt zum Sieden und 
kratzt mit einem Mikrostabchen die Riicksténde am Rande ab. Durch 
einen Mikrotrichter mit einem in Ather entfetteten Schwarzbandfilter 
wird die Flissigkeit an einem Stabchen in ein Mikrobecherchen gegossen 
und viermal diese Prozedur wiederholt. Dann wascht man das Filter 
noch einmal mit heiBem Aceton nach. Auch diese Léisung mu8 éfter 
auf dem Wasserbad vorsichtig eingeengt werden, zuletzt bis auf etwa 
2cem. Entstehende Triibungen brauchen nicht abfiltriert werden, 
da sie spater aus dem Niederschlag leicht ausgewaschen werden. Man 
fallt mit 1 cem einer 2 °,,igen Digitoninlésung (1 g Digitonin auf 50 cem 
80 °,igen Alkohol, Erwirmen bis zur Lésung) und laBt etwa /, Stunde 
auf dem Wasserbad stehen. Die Fallung ist beendet, wenn die Fliissig- 
keit ungefahr auf die Halfte eingeengt ist. 


Das Uberfiihren des Cholesterindigitonids ins Filter und das Aus- 
waschen kann genau nach den Arbeiten in der biochemischen Zeitschrift 
vorgenommen werden. 

Zu beachten ist, daB die Lésungsmittel vollkommen rein sind. 
Selbst die Chemikalien von Merck (pro analysi) miissen nach unseren 
Erfahrungen stets nachgepriift werden. Je 10 ccm der verwendeten 
Lésungsmittel diirfén nach dem Eindampfen auf etwa lecm und 
Versetzen mit 1°, iger Digitoninlésung beim Erwarmen nach 10 Minuten 
keine Fallung geben. Auch mu Aceton mit Wasser, Ather- mit Aceton 
und Chloroform mit Ather in jedem Verhiltnis mischbar sein. 10 ccm 
der Lésungsmittel diirfen keine Trockenriickstande hinterlassen. 

Da8 unsere Lehrversuche anfangs nicht stimmten, mag zum Teil 
auf verunreinigte Lésungsmittel zuriickzufiihren gewesen sein. 

Zum Entfernen des iiberfliissigen Digitonins ist nach unserer 
Meinung ein fiinfmaliges Waschen mit Wasser nicht ausreichend. 
Wir gaben eine Menge von etwa 100 bis 150 ccm durchs Filter. Dabei 
achteten wir darauf, daB die Temperatur des Wassers méglichst hoch 
war. Ein Verlust von Cholesterin ist uns dabei nicht aufgefallen, auch 
nicht bei absichtlich langerem Waschen. 


Bei der titrimetrischen Bestimmung folgt jetzt das Oxydieren 
mit Chromschwefelsaure, und gerade hier stellten sich uns viele Schwierig- 
Biochemische Zeitschrift Band 210. 13 
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keiten entgegen. Die durch das erhitzte Filter gegebene Chromschwefel- 
siure hatte einen anderen Titer als die aus der Aufbewahrungsflasche 
entnommene. Die endlosen Schwierigkeiten zu beschreiben ist unndétig. 
A. v. Szent-Gyérgyi schrieb uns: ,,Herr Tominaga hat derzeit gefunden, 
daB bei héherer’Temperatur der Titer der Chromschwefelsaure rasch 
sinkt. Wenn alsc in verschiedenen Versuchen die Siure in verschiedenem 
Tempo durch das erhitzte Rohr lauft und verschieden rasch nach dem 
AbfluB abgekiihlt wird, dann wird man wohl verschiedene Werte 
erhalten“. Diese Schwierigkeiten lassen sich leicht vermeiden, wenn 
man die Chromschwefelsiure bei der Herstellung langere Zeit erhitzt 
und dann nach dem Abkiihlen durch Glaswolle filtriert. Die so erhaltene 
Saure hat fiir langere Zeit einen fast konstanten Titer und behalt ihn 
auch nach Durchgang durch das erhitzte Filter. 

Trotz all dieser VorsichtsmaBnahmen bekamen wir teils stindig, 
teils ab und zu falsche Lehrwerte. Wir hatten das Gefiihl, daB sich Teile 
vom Gummistopfen gelést hatten. Bei Verwendung eines neuen Stopfens 
erhielten wir genaue Werte. Das Gummi wird an seiner Unterfliche 
durch die Hitze oder durch die Saure bald hart und rissig. Beim Ein- 
setzen des Vakuums oder schnellen Aufheben desselben biegt sich der 
Korken durch und gibt die Méglichkeit des Abbréckelns von Teilen. 
Deshalb vorsichtiges Anfangen und langsames Nachlassen des Druckes. 
Prinzipiell benutzen wir jetzt immer zwei Korken beim Versuch, zumal, 
da wir auch das Gefiihl hatten, als ob der Gummi Lésungsmittel auf- 
nimmt und nachher wieder abgibt. Beim Waschen wird ein alter 
Korken gebraucht. Vor dem Oxydieren wird er gegen einen neuen 
ausgewechselt, der am besten immer unter Wasser aufgehoben und vor 
der Bestimmung nur leicht miy einem Ledertuch abgetrocknet wird. 
Beim DurchstoBen des Filterrohres durch den Stopfen bleiben am 
AuBeren des Glases Partikelchen haften und auch in das Innere kénnen 
sie gelangen, deshalb muB auBen abgespiilt und einmal kurz Wasser 
durch das Filter gegeben werden. Der Kolben, in dem sich die Wasch- 
fliissigkeit gesammelt hat, wird entleert, der innere Rand sorgfaltig 
getrocknet. Darauf kann das Filter mit dem neuen Gummi aufmontiert 
und das Wasser durchs Filter gesaugt werden. Hierauf wird ein never, mit 
Chromschwefelsaure gereinigter Kolben eingesetzt, der das oxydierte 
Cholesterindigitonid und die Chromschwefelsiure aufnehmen soll. 
Korken und Korkenrand diirfen nicht na sein, weil sonst der durch 
das Vakuum angesaugte Luftstrom Blischen bildet, wieder Teilchen 
ablést und mit dem Kondenswasser in die heibe Chromschwefelsiure 
flieBen 148t. Man kann es hinterher an einem weiBlichen Niederschlag 
am Glas erkennen. 

SchlieBlich seien noch einige kleine Kunstgriffe hinzugefiigt. 
Beim Oxydieren des Cholesterindigitonids darf man zunachst das Filter 
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nur héchstens bis zur Halfte des engen Halses mit Chromschwefelsiure 
fiillen, da sonst leicht die anfangs entstehenden braunen Flocken 
nach oben gelangen und sich auBerhalb des heiBbaren Teils des Filters 
nur schwer oxydieren lassen. Sitzen auf der einen Seite noch unoxydierte 
Reste, so entfernt man sie leichter, wenn man auf diese Seite den ein- 
strémenden Dampf richtet. Sind keine losen Teilchen mehr im Filter, 
so steckt man am besten die Pipette oben in das Filter. Ist zwischen 
Filter und Pipette tiberall Fliissigkeit, so lauft meist nur so viel aus der 
Pipette, als abgesogen wird. Zum Vermeiden des Aufspritzens der 
Chromschwefelsiure im Kolben, ]4Bt man sie vor dem Auswaschen 
des Filters mit Wasser erst abkiihlen. 

Vorschriften des Filtrierens siehe chemische Zeitschriften. 

Bei genauer Innehaltung dieser VorsichtsmaBnahmen ergaben unsere 
Lehrversuche genaue Werte, héchstens einen Verlust von 0,05. bis 
0,.0lecem n/10 Natriumthiosulfat bei 10cem Chromschwefelsiiure 
Vorgabe. Zum Teil ist dieser Fehler durch das Titrieren bedingt, da 
bei der benutzten Biirette ein Tropfen ungefahr 0,05 ccm entspricht 
und man nicht immer den Umschlag auf einen Tropfen genau bekommt. 
Die Fehler bei den gleichen Cholesterinbestimmungen sind fast kon- 
stant. Im allgemeinen wird man den Wert, der um 10°, abweicht, 
mit Sicherheit als Vermehrung oder Verminderung annehmen kénnen. 
Wenn man sich tiber die geringen Mengen, mit denen man arbeitet, im 
klaren ist, zwei Tropfen einer n/10 Thiosulfat- 
lésung sind 0,01 mg Cholesterin und bei 1 mg 1°, 
Fehler, so sieht man ein, daB genauestes Arbeiten 
Vorbedingung ist. Vor jeder Bestimmungsserie 
ist ein Leerversuch einzuschalten und ab und zu 
ein Modellversuch mit einer 1°, igen Cholesterin- 
lésung in Aceton. 

Um eine gréBere Sicherheit beim Arbeiten zu 
erreichen, haben wir einige Anderungen an der 
Apparatur eingefiihrt. Statt des schwer aus- 
waschbaren Asbestfilters wurde die eingeschmolzene 
Glasfilterplatte von Schott (3< 7) unter Bei- 
behaltung der bisherigen Form des Filterréhrchens 
genommen. Zur Vermeidung der Verstopfung 
dieser Filterplatte wird wie bisher etwas Glaswolle 
in das Filterréhrchen geschoben. AuBerdem muBb 
man aufpassen, daB man das Cholesterindigitonit 
vor dem Filtrieren nicht eintrocknen lit, da es sich sonst leicht in 
der Platte festsetzt. Zur Umgehung des Gummistopfens wurden Kolben 
und Filterréhrchen mit einem Normalschliff versehen. Das Rohr zum 
Absaugen ist seitlich am Kolben angebracht. Diese in der Zeichnung 


13* 





Abb. I. 
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abgebildete Apparatur liefert die Firma Dargatz, Hamburg, bei der auch 
die alte zu beziehen ist. Der Normalschliff ist absichtlich eng gewahlt, 
da sich ein gréBerer leicht festsaugt. 
Angefiigt seien noch einige Werte, die wir mit beiden Apparaturen 
erzielten. 
Alte Apparatur: 





as thao Gefundener Wert Fehler in °» 

0,9 1.05 16,7 
1,05 16,7 
1,06 17,8 
1,06 17,8 

1,0 1,07 7 

1 1,015 1,5 
1,08 8 
1,025 2,5 
1,04 4 

2,0 2,1 5 

1.8 1,92 6,7 
1,94 7,8 
1,92 6,7 
1,90 6,6 


Der hohe Fehler bei den ersten Werten der Bestimmung von 0,9 mg 

Cholesterin ist durch verunreinigte Lésungsmittel bedingt gewesen. 

Solche Unstimmigkeiten lassen sich oft schwer aufdecken, da ja dis 

Werte untereinander recht gut iibereinstimmen. Anders ist es, wenn 

z. B. ein Stiick vom Stopfen abbréckelt, dann bekamen wir manchmal 

Fehler von 23 und 29°, welche in einem solchen Fall unter den iibrigen 

: Werten vereinzelt dastehen und ohne weiteres als technischer Fehler 
erkennbar sind. 

Neue Apparatur: 





By om | Gefundener Wert Fehler in °/¢ 


1,03 1,08 4,8 
1,1 6,8 
1,08 48 
1,07 3,9 
1,08 48 

2,06 2,1 2 


DaB die Werte besser ausfallen wiirden als die Werte, die mit 
der alten Apparatur unter giinstigen Bedingungen gewonnen wurden. 
war von vornherein nicht zu erwarten. Man erkennt aber ohne weiteres 
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aus den zuletzt angegebenen Zahlen, daB eine gréBere GleichmaBigkeit 
der Resultate und eine gréBere Sicherheit erzielt wird. 

Nach unseren Erfahrungen ist die von A. v. Szent-Gyérgyi an- 
gegebene Mikrocholesterinbestimmung durchaus brauchbar. Auch 
die an und fiir sich mehr Fehlerquellen in sich bergende titrimetrische 
Methode ist bei dem nétigen vorsichtigen Arbeiten sicherlich zu emp- 
fehlen, wenn z. B. bei Serienbestimmungen die durch das Extrahieren 
und das Digitonisieren des Cholesterins die Abweichungen gleichbleiben. 
Wenn es sich um geringe Untersuchungsmengen handelt, wird die 
Methode vielen anderen tiberlegen sein. Durch Verbesserung an der 
Arbeitsweise konnten wir eine gréBere Sicherheit erzielen. 


Histochemische Untersuchungen iiber das Verhalten 
verschiedener Eisenverbindungen innerhalb des Organismus. 


Von 
\V. Henriques und H. Okkels. 


(Aus dem Medizinisch-Physiologischen Institut 
der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 7. Mai 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Das Interesse fiir das Problem des Verhaltens des Eisens innerhalb 
des Organismus hat sich wahrend der jiingsten Zeit aufs neue belebt, 
und zwar hauptsichlich angeregt durch die Veréffentlichung der inter- 
essanten experimentell-pharmakologischen Arbeiten von Starkenstein 
iiber Vergiftungserscheinungen nach Eingabe verschiedener Eisen- 
verbindungen per os, subkutan oder intravenés. 

Die bisherige, aus den teilweise gegenteiligen Ergebnissen der 
Versuche vieler Jahre gewonnene Auffassung der Physiologie und 
Pharmakologie des Eisens ging im wesentlichen darauf hinaus, da 
das Eisen langsam und im geringfiigigen Umfange in der oberen Strecke 
des Darmkanals resorbiert werde und durch die untere wieder zur 
Ausscheidung gelange; man findet fast die ganze per os eingegebene 
Eisenmenge in Fazes wieder vor. Durch die Nieren findet nur eine sehr 
unerhebliche Ausscheidung statt. Bis auf die atzenden Verbindungen 
hat man per os eingegebene Eisensalze als nicht giftig erachtet; dies 
besagt indessen nicht, daB dieselben nicht resorbiert werden, vielmehr 
diirfte aber die Leber eine beseitigende Wirkung der Vergiftung gegen- 
iiber tiben. Intravenés injiziertes Eisen ist dagegen in verhaltnismabig 
kleinen Dosen giftig. 

Vom pharmakologischen Gesichtspunkte aus hat sich eine Unter- 
scheidung zwischen den Wirkungen von Ferro- und Ferrisalzen bis 
zur jiingsten Zeit im wesentlichen auf die Tatsache beschrankt, dab 
die Ferrisalze Protein fallen, die Ferrosalze dagegen nicht. Starkenstein 
ist indessen der erste, welcher die Giftigkeit des Ferroions dem nicht- 
giftigen Ferriion gegeniiber hervorhebt, und dieser Forscher ist der 
Urheber einer neuen Einteilung der Eisenverbindungen: 
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1. Ferrosalze (die sowohl per os als intravenés giftig sind und 
Protein nicht fallen). 


2. Ferrisalze (welche nicht giftig sind und Protein fallen). 


3. Komplexe Eisensalze (z.B. apfelsaures, weinsaures, zitronen- 
saures Ferrioxyd-Natrium, welche eine um ungefahr zehnmal so starke 
Eigengiftigkeit besitzen als die Ferrosalze). 


4. Organische Eisenverbindungen (des Typus Himoglobin, Himatin, 
Kalium-Ferrocyanid usw., die alle durchaus nicht giftig sind). 


Abgesehen von der klinischen Beobachtung der Vergiftungs- 
erscheinungen zieht Starkenstein seine SchluBfolgerungen aus den 
Ergebnissen von Eisenanalysen der Organe und des Blutes. Hier 
zeigen sich interessante Schwankungen, nicht der Eisenmenge allein, 
sondern auch mit Bezug auf das gegenseitige Verhalter des Ferro- 
und Ferrieisens, und Starkensteins Bemiihungen, eine Begriindung 
der betreffenden Befunde aufzustellen, haben ihn dazu gefiihrt, mit 
schwierig verstandlichen Begriffen wie ,,aktives‘‘ und _,,inaktives“ 
Ferro- und Ferrieisen zu operieren. Wir werden auf diese Fragen spiiter- 
hin zuriickkommen. 


Es ist indessen jedem Zweifel enthoben, daB die von den ver- 
schiedenen Eisenverbindungen innerhalb des lebenden Organismus 
getibten Wirkungen an maBgebenden Punkten Unterschiede aufweisen — 
Unterschiede, die méglicherweise durch eine verschiedene Ablagerungs- 
weise innerhalb der Organe zum Ausdruck gelangen mégen. Somit 
diirfte es eine naheliegende Aufgabe sein, das Problem mittels einer 
histophysiologischen Untersuchung zu beleuchten zu suchen. 


Histochemie des Eisens. 


Unter den auf histochemischem Wege zugiinglichen Stoffen ist 
das Eisen derjenige, dessen Vorhandensein sich am sichersten nach- 
weisen laBt, teils, weil uns zu diesem Zwecke ziemlich zuverlassige und 
hinlanglich empfindliche Reaktionen zu Gebote stehen, und teils, weil 
die im Organismus physiologisch vorkommenden ,,freien‘* Eisenmengen 
(vom Hamoglobin allerdings abgesehen) nur innerhalb der Milz (und 
teilweise im Knochenmark!) eine geniigende GréBenordnung erreichen, 


1M. B. Schmidt (1912) ist — im Gegensatz zu séimtlichen friiheren 
Forschern — der Anschauung, daB ebenfalls die Leber physiologisch auf 
histochemischem Wege nachweisbares Eisen enthalt. Als feststehend muB8 
indessen gelten (Iwanaga, 1925), daB die Leber normal (d. h. abgesehen 
von hamolytischen Zusténden) keine Reaktion liefert. In vereinzelten 
Fallen médgen in den Kupfferschen Zellen Spuren von Eisen angetroffen 
werden, niemals aber in den Leberzellen (Ziegler und Wol/, Virchows Arch. 
249, 374, 1924). 
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um auf normalem Wege eine deutliche Eisenreaktion hervorzurufen; 
iiberall sonstwo werden die bei experimentellen oder pathologischen 
Verhaltnissen auftretenden Ablagerungen nicht mit physiologisch 
vorkommendem Eisen verwechselt werden kénnen. 


Abgesehen von Harnséure und Kalk ist das Eisen der erste Stoff, 
den man auf histochemischem Wege zu lokalisieren versucht hat; bereits 
A. Mayer (1850) beobachtete, daB die Darmschleimhaut von Tieren, denen 
im voraus Ejisensalze intravendés injiziert worden waren, durch Ammonium- 
sulfid griinlich gefarbt wurde. Die erste wirklich histochemische Eisen- 
reaktion verdanken wir indessen Perls (1867), welcher die Praparate mit 
einer salzsauren Kaliumferrocyanidlésung behandelte, wodurch die aus der 
chemischen Analyse wohlbekannte Berlinerblaureaktion sich einstellte, 
falls die Zellen Eisen enthielten. Neben der Berlinerblaumethode behandelte 
Quincke (1868) das Gewebe mit Ammoniumsulfid, welches in den eisenhaltigen 
Zellen Ferrosulfid (bzw. Ferrisulfid) fallt. Quincke empfiehlt in seinen 
spiteren Arbeiten dringend diese Methode. Kobert und seine Schiiler 
finden ebenfalls, daB die Sulfidfallung dem Berlinerblau vorzuziehen ist. 


Wahrend der folgenden 2 bis 3 Jahrzehnte werden simtliche histo- 
chemischen Arbeiten mit Eisen mittels dieser beiden Methoden ausgefiihrt, 
welche — abgesehen von den vielfachen Modifikationen — noch am heutigen 
Tage grundsatzlich unveraindert bestehen. 


Die Arbeit von Macallum (1892) bringt die Histochemie des Eisens 
in ein neues Licht. Gemeinschaftlich mit R. R. Bensley stellte Macallum 
Nucleine her, welche allerdings quantitativ ausgiebige Eisenmengen enthielten, 
jedoch weder mit salzsaurem Kaliumferrocyanid, noch mit (N H,),8 Reaktion 
gaben. Von Bunges Anscha:iungen stark beeinfluBt, bemiihte sich Macallum 
nunmehr um die AusarLeitung einer Methode, durch welche dieses ,,maskierte 
Eisen den Reagenzien, zuganglich gemacht werden kénne. Er empfiehlt 
zu diesem Zweck eine 1- bis 24 stiindige Behandlung bei 35° mit Schwefel- 
séurealkohol (4 Teile konzentrierter Schwefelsaure zu 100 absoluten Alkohols), 
wonach sich eine Farbenreaktion ausfiihren laBt; es handelt sich also ge- 
wissermaBen um eine Modifikation von Bunges Extraktionslésung fiir 
Eisen (1 Teil 25° iges HCl zu 9 Teilen 96% igen Alkohols). Die ,,Demas- 
kierung“ ist fiir den Nachweis von Eisen innerhalb der Zellenkerne woh! 
geeignet, weniger aber fiir die Untersuchung des Cytoplasmas, ein Umstand, 
welcher von vielen Histologen auBer acht gelassen wird. Die Wirkung 
erfolgt wahrscheinlich in der Weise, daB die festen Eisenkomplexe eine Spal- 
tung erfahren, durch welche z. B. aus dem Chromatin konstant Eisen 
entbunden wird — ionisiert oder in etwas mehr lockerer Komplexbindung. 
Das Eisen des Hamoglobins ist im Gegensatz hierzu zu fest gebunden, um 
durch eine Séurebeeinflussung der betreffenden Intensitét entbunden 
werden zu kénnen. Dementsprechend bleibt die Methode von Macallum 
Erythrocyten gegeniiber wirkungslos. 


Es darf uns nicht wundern, daB diejenigen Enklaven der Zellen, deren 
Eisengehalt bereits vom Anfang an weniger stark gebunden ist, nach Be- 
handlung mit Schwefelséurealkohol ganz oder teilweise ihre Eisenreaktion 
einbiiBen (Prenant); das betreffende Eisen wird namlich einfach extrahiert. 
Die Methode zum Nachweis von ,,maskiertem‘‘ Eisen ist deshalb im 
Prinzip nicht eben einladend, und ihre Zuverlassigkeit ist wiederholt in 
Zweifel gezogen worden. 
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a . - 

Ubrigens haben Lauda und Haam darauf aufmerksam gemacht, dab 
das Eisen der Zellenkerne unter gewissen Umstianden auch mit (NH,),8 
nachweisbar sei. 


Macallum (1894) fixiert die den Versuchstieren entnommenen Organe 
in Alkohol, welcher — wie sich herausstellt — Eisen nicht extrahiert; dieses 
Verfahren wird ebenfalls von Falkenberg (1904) und Stéltzer (1919) emp- 
fohlen. 1897 bis 1898 veréffentlicht Macallum eine neue Methode zwecks 
Unterscheidung von ,,unorganischem‘* Eisen im Gegensatz zu Eisen in 
fester ,,organischer‘‘ Bindung, ,,maskiertem‘‘ Eisen. Die Methode besteht 
einfach darin, die Schnitte mit einer 0,5°,igen Hamotoxylinlésung in 
eisenfreiem, destilliertem Wasser zu behandeln. Diese Lésung ist bekanntlich 
gelbbraun und farbt eisenfreies Gewebe gelb. Alle eisenhaltigen Strukturen 
firben sich dagegen im Laufe weniger Minuten schwarzblau; ,,maskiertes** 
Eisen gibt, wie bereits hervorgehoben, keine Reaktion. Inzwischen ist 
und zwar wahrscheinlich mit Recht — geltend gemacht worden, daB diese 
Methode keine spezifische sei: Kalk z. B. andert ebenfalls die Farbe ins 
Schwarzblaue. Fiir diagnostische Zwecke ist das Hamotoxylin deshalb 
als Reagens fiir Fe nicht verwendbar, wohl aber fiir Kontrollzwecke 
(Miihimann). 


Nachdem Nishimura (1910) die vielfachen Variationen der Berlinerblau- 
reaktion erprobt hat, unterzieht Hueck in seinen Pigmentstudien die Histo- 
chemie des Eisens einer eingehenden Kritik. Nach Hueck stellt die von 
Tirmann und Schmelzer (1896) angegebene Turnbull-Methode die einzige 
unbedingt zuverlassige histochemische Eisenreaktion dar: Das Gewebe 
wird mit (NH,),8 behandelt, und das in dieser Weise gefillte FeS bzw. 
Fe,S, wird durch Behandlung mit einer salzsauren K,FeCN,-Lésung 
was Fe,S, betrifft, mit FeS als Durchgangsglied — in Turnbullblau um- 
gewandelt. Was die Leistungs/ahigkeit betrifft, so iibertrifft die Methode 
nicht die alte Schwefelammoniumbehandlung von Quincke ; die Umwandlung 
in Turnbullblau erfolgt lediglich aus Bequemlichkeitsriicksichten, weil die 
reine blaue Farbe besser unterscheidbar ist. Hueck findet, daB die Ergebnisse 
durchgangig je nach dem absoluten Eisengehalt der Gewebe schwanken. 
Als MaBstab fiir die Empfindlichkeit der Reaktion gibt Hueck (fiir Leber- 
gewebe) an, daB ein Eisengehalt von bis zu 50 mg pro 100 g Trockensubstanz 
auf histochemischem Wege nicht nachweisbar ist. Von dieser ,,Regel* 
diirften allerdings nach beiden Seiten hin groBe Abweichungen bestehen 
(Lauda und Haam). 

Kraus hat konzentrierte wasserige Gallusséurelésung, Pyrogallol-, 
Formol- oder Tanninlésung als Reagens fiir eisenhaltige Pigmente der 
Milz benutzt. Und schlieBlich sei noch erwaihnt, daB Policard mittels seiner 
Mikroveraschungsmethode das Totaleisen des Gewebes zu_ lokalisieren 
vermocht hat; das hierdurch gebildete rote Oxyd bildet einen starken 
Kontrast zu der weiBen Asche. 


Ein Uberblick iiber die Histochemie des Eisens zeigt also, daB 
es sich — abgesehen von den Gallussaure- und Hamatoxylinmethoden, 
die in mehreren Beziehungen eine Sonderstellung einnehmen — um 
die ganz einfachen aus der Chemie wohlbekannten Eisenreaktionen 
handelt, welche in die Histologie iibertragen worden sind; daB die sehr 
empfindsame Probe auf Ferriion, Rhodankalium, sich nicht fiir histo- 
chemische Zwecke verwenden la®t, diirfte auf den Umstand zuriick- 
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zufiihren sein, daB das Eisen innerhalb des lebenden Organismus nur 
in auBerst geringem Grade ionisiert ist. 


Es diirfte hier am Platze sein, den Begriffen ,,unorganisches*, 
,organisch gebundenes“* und ,,maskiertes‘‘ Eisen gegeniiber Stellung 
zu nehmen. Von einem physikalisch-chemischen Gesichtspunkte aus 
mag man von tonisiertem Eisen, komplex gebundenem Eisen und 
kolloiden Eisenverbindungen reden. 


In einer Ferrochloridlésung ist das Eisen gréBtenteils ionisiert, 
und zwar in Gestalt von Ferroionen vorhanden, und das Ferroion wird, 
in die Blutbahn injiziert, eine gewisse Zeit zirkulieren kénnen; es ist 
indessen anzunehmen, da8 eine fortschreitende Komplexbildung alsbald 
erfolgt. Ferrolactat ist bereits in wasseriger Lésung teilweise komplex. 

Lésungen aus Ferrisalzen enthalten neben komplexen Ferriionen 
auch Ferriionen; das Ferriion vermag aber bei der Reaktion des lebenden 
Organismus nur in tiberaus niedriger Konzentration zu _ existieren. 
Bei Injektion einer Ferrisalzlésung einer starken Saure ergibt sich 
deshalb eine Proteinfallung, sowie eventuell eine Ferrihydroxydfallung ; 
die effektive Ferriion-Konzentration wird dann durch das Léslichkeits- 
produkt des Ferrihydroxyds bei der herrschenden Temperatur und 
Reaktion bestimmt (Ly, (om, : 1.1 . 107%). 

Ferrisalze aus organischen Sauren, z. B. Ferricitrat, sind in wasseriger 
Lésung in noch héherem Grade selbstkomplex, enthalten aber immerfort 
Ferriion. Sie reagieren sauer, und bei Neutralisierung mit Alkali ent- 
stehen komplexe Doppelsalze vom Typus Natriumferricitrat, deren 
wisserige Lésungen vollstandig in Natriumion und Ferricitration 
dissoziiert sind. Bei derartigen Salzen besteht ein fiir jegliche Ver- 
bindung charakteristischer Gleichgewichtszustand zwischen dem Anion 
und dem freien Ferriion, was einen Ausdruck fiir die Festigkeit der 
Komplexbindung darstellt. Bei Zusatz von (NH,),8 zeigt sich in einer 
Reihe von Fallen eine Fillung von FeS (bzw. Fe,S,), und zwar falls 
die Ferro- bzw. Ferriion-Konzentration héher liegt als das Léslichkeits- 
produkt des betreffenden Sulfids (Ly, liegt zwischen 1,5 bis 3,7 . 10-9). 
Histochemisch gelangt die Festigkeit der betreffenden Komplexbindung 
ebenfalls dadurch zum Ausdruck, daB die Verbindung mit (NH,),8 
keine Reaktion gibt (Beispiel: Das Ferrocyanion). 

Ein ganz anderer Begriff ist das kolloide Eisen: hier ist von einer 
Assoziation von Molekiilen die Rede. In experimentell-biologischer 
Beziehung kommt besonders das auBerordentlich schwerlésliche Ferri- 
hydroxyd in Betracht. Es mag in kolloider Lésung vorhanden sein. 
und einer solchen Lésung mu8 naturgemaB eine gewisse sehr niedrige 
Ferriion-Konzentration entsprechen. Die Bedingung fiir die Nachweis- 
barkeit des Eisens mittels (N H,),8 ist hier, wie im vorher dargestellten, 
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daB Lys tiberschritten wird. Hier sei bemerkt, daB das Ferrosulfid 
leichter léslich ist als das Ferrihydroxyd, das Ferrisulfid mutmaBlich 
schwerer. 

Ubrigens mu8 das kolloide Fe(OH), zweifellos als hochmolekulare 
komplexe Ferriverbindung aufgefaBt werden. Somit stellt sich heraus, 
daB die beiden an sich fundamental verschiedenen Begriffe: Komplex- 
bindung und kolloider Zustand, auf dem Gebiete der Histochemie der 
Eisenverbindungen einander ziemlich gleich bleiben. 

Dementsprechend wird der Begriff ,,unorganisches‘‘ im Gegen- 
satz zu ,,maskiertem‘ Eisen hinfallig; ,,.Maskierung’ oder ,,Eisen in 
fester organischer Bindung bedeutet nur, daB das betreffende Eisen 
in einer Komplexbindung (oder in einem schwerldéslichen Zustande) 
vorhanden ist, deren Festigkeit (bzw. Unléslichkeit) unter einer gewissen 
empirisch ermittelten Schwelle liegt, d. h. unter dem Reaktionsvermégen 
des Ammoniumsulfids Eisen gegeniiber. Falls sich daher die histo- 
chemische Eisenreaktion (7'urnbull-Reaktion) eines Gewebes negativ 
zeigt, mag dies auf folgende Ursachen zuriickzufiihren sein: 

1. entweder, daB die absoluten Eisenmengen minimal sind, dab 
die Fallungen entweder submikroskopisch werden oder tatsichlich ganz 
ausbleiben, oder 


2. daB das Eisen in einer zu festen Komplexbindung gebunden, 
oder in Gestalt auBerst schwerléslicher Verbindungen in kolloider 
Lésung vorhanden ist; in beiden Fallen mu8 die Ferrc- bzw. Ferriionen- 
Konzentration derart niedrig sein, daB Ly,, (bzw. Ly,,g,) nicht iiber- 
schritten wird. 

Der Hauptteil der zahlreichen histophysiologischen Arbeiten iiber 
das Verhalten des Eisens im Organismus — und zwar die alteren — 
beschaftigt sich mit der Resorption und der Ausscheidung des Eisens 
durch den Darmkanal; wir werden in der vorliegenden Arbeit hierauf 
nicht naher eingehen. 

Einzelne Arbeiten haben einen mehr speziellen Charakter. 


So ist Kobert der erste, welcher das histochemische Bild der renalen 
Eisenausscheidung benutzt, um hinsichtlich des Mechanismus der Nieren- 
funktion theoretische Schliisse zu ziehen. Ahnliche Versuche wurden 
spiter von Schneider, Stieglitz und Dawson vorgenommen. Die beiden 
letztgenannten Forscher bedienen sich iibrigens einer etwas abweichenden 
Technik, indem eine Mischung von K,FeCN, und Ammoniumferricitrat 
injiziert wird, wonach die Nieren in salzsaurem Formalin oder in Trichlor- 
essigsaure fixiert werden unter Bildung von Berlinerblau. 


AuBerdem aber liegen eine lange Reihe von Untersuchungen iiber 
die Hisenablagerung in den iibrigen parenchymatésen Organen vor. Der 
Hauptteil derselben beschaftigt sich mit den eisenhaltigen Pigmenten 
in Leber und Milz, hierunter speziell mit dem Hamosiderin. Andere — 
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insbesondere die der jiingsten Zeit entstammenden — haben die Lo- 
kalisierung von intravenés injiziertem Eisen im Organismus vor Augen: 

Duhamel (1919), Eppinger und Stéhr (1922), Nissen (1922), Ledofisky 
(1924), Seemann (1925), Weiss und Sumegi (1925), Iwanaga (1925), Leites 
und Riabow (1927), Derman (1928) und Polson (1928). Es handelt sich 
in simtlichen Fallen um die Injektion von kolloidalem Eisen, und die Ab- 
lagerung erfolgt hauptsachlich in Leber (Kupffersche Zellen), Milz, Knochen- 
mark und Lymphdriisen — naher bestimmt in den phagocytierenden 
Zellen, die von Aschoff und Landau (1913) in ein besonderes Zellensystem : 
das reticulo-endotheliale System (R. E. 8.) zusammengefaBt worden sind. - 
Schwarz hat dagegen Fiitterungsversuche mit Ferrum reductum  vor- 
genommen und findet Eisenablagerung in den Leberzellen, nicht aber in 
den Kupfferschen Zellen vor. 

Inwiefern die Injektion der verschiedenen Eisenverbindungstypen 
in den parenchymatésen Organen histologisch ungleiche Ablagerungen 
veranlaBt, ist bisher nicht untersucht worden. Die vorliegende, im 
nachstehenden dargestellte Untersuchungsreihe bezweckt die Kr- 
forschung dieser Frage. 


Eigene Untersuchungen. 
Fiitterungsversuche. 


Zahlreiche Fiitterungsversuche wurden mit Hunden, Ratten und 
Fréschen angestellt, indem neben der Nahrung Ferro- oder Ferrisalze, 
kolloide Eisenverbindungen und komplexe Eisensalze verabreicht 
wurden. Die Tiere wurden nach dem Verlauf kiirzerer oder laingerer Zeit 
getétet und die Organe histochemisch untersucht (siehe unten). Die 
Ergebnisse waren indessen negativ oder gegenseitig widerstreitend; 
die betreffende Methodik ist jedenfalls fiir die Erforschung prinzipieller 
Unterschiede der Eisenablagerungen in den parenchymatiésen Geweben 
nicht zweckmaBbig. So viel 1aBt sich indessen sagen, daB nach Eingabe 
von Ferrosalzen leichter und in héherem MaSstabe Eisenablagerungen 
in der Leber entstehen, als nach Fiitterung mit den sonstigen Eisen- 
praparattypen. 

Versuche mit intravendser Injektion. 

Zwecks Vermeidung der den gegenseitig abweichenden Resorptions- 
verhiltnissen nach Eingabe per os entstammenden Fehlerquelle wurde 
das Eisen intravendés injiziert. In dieser Weise appliziert, ist das Eisen, 
wie eingangs erwahnt, giftig; aus diesem Grunde wurde die Dosierung 
mittels einer Reihe von Vorversuchen empirisch bestimmt, bei gleich- 
zeitigen Bemiihungen um die Auffindung geeigneter Eisenverbindungen. 

1. Die Ferrosalze lassen sich bekanntilich ohne weiteres in die 
Blutbahn injizieren. Wir haben vorzugsweise eine 4 °,ige Ferrolactat- 
lésung bei Einzeleingaben von 1 bis 2 bis 5 ccm benutzt (siehe tibrigens 
Schema). 
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2. Ferrisalze lassen sich dagegen nicht intravenés injizieren; das 
Blut koaguliert sofort im GefaB bei gleichzeitiger Fallung von sowohl 
Protein als Ferrihydroxyd. Demnach bleibt uns die Méglichkeit iibrig, 
kolloidales Ferrihydroxyd zu injizieren: Praiparate wie z. B. Ferrum 
albuminatum, Ferrum oxydatum dialysatum oder Ferrum oxydatum 
saccharatum. Diese Verbindungen werden ohne Schwierigkeit vom 
Blute aufgenommen und deren Giftwirkung ist nur schwach. Bei 
unseren Versuchen haben wir meistens Ferpon- (Albuminat-) oder Idozan- 
(Eisenzucker-) Lésungen benutzt, von 10mg Fe pro 1 ccm; Einzeldosis: 
2 bis 3 bis 5 cem. 

In der Praktik muB indessen bei Benutzung dieser kolloiden Eisen- 
praparate beriicksichtigt werden, daB es zwischen den komplexen und 
den kolloiden Eisenverbindungen mannigfaltige Zwischenstufen gibt, 
und daB beide Typen zweifellos Ferriion in minimaler Menge enthalten. 
Der Unterschied mit Bezug auf Reaktionsvermégen diirfte auf den 
Umstand zuriickzufiihren sein, daB das Gleichgewicht zwischen den 
Ferriionen und dem kolloiden Komplex weniger beweglich ist als das 
Gleichgewicht zwischen den Ferriionen und einem komplexen Ferriion; 
aus diesem Grunde werden die Ferriionen wahrscheinlich schneller 
aus einem Reservoir von komplexem Ferriion als aus einem Reservoir 
einer kolloiden Ferriverbindung nachgeliefert. 

3. Komplexe Eisensalze. Natriumferricitrat (in neutral 5° ,iger 
Lésung a 5cem) ist der haufigst verwendete Typus derjenigen kom- 
plexen Ferrisalze, in welchen das Eisen im Anion gebunden ist. Es 
1aBt sich in bemessenen Dosen intravenés injizieren unter Inanspruch- 
nahme geniigender Zeit, um Ablagerung in den Organen zu erméglichen; 
es besitzt indessen ein ausgesprochenes Vergiftungsvermégen. Im 
nachstehenden wird sich Gelegenheit bieten, hierauf niher einzugehen. 

AuBerdem wurden mit Natriumferro- und Ferrocyanid (in 5 °,iger 
Lésung. Totale Fe-Eingabe: 225 mg) Versuche angestellt. Beide iiben 
durchaus keine Giftwirkung. 


Methodik. 


Die Injektionen erfolgten in der Ohrvene von Kaninchen — taglich 
oder jeden zweitén Tag, und die Versuche haben sich meistens tiber 
1 bis 3 Wochen erstreckt. Nur die Inanspruchnahme so langer Zeit 
hat geniigend groBe Ablagerungen erméglicht. In den Fiillen, wo die 
Tiere sofort nach Beendigung einer einzelnen Injektion getétet wurden, 


war nimlich — selbst nach ausgiebigen Dosen von Ferrolactat oder 
Natriumferricitrat — fast keine Eisenablagerung in den Organen 
nachweisbar. 


Nachdem die Tiere durch Verblutung von A. carotis getétet waren, 
wurden Leber, Milz, Niere, Knochenmark, sowie Teile des Ventrikels 
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und des Darmkanals herausgenommen und lebenswarm in absolutem 
Alkohol und Hellys Lésung fixiert und in Paraffin eingebettet. In einigen 
Fallen wurden mittels Veraschung und Titrierung mit Titanichlorid 
(Henriques und Roche) Eisenbestimmungen im Serum vorgenommen. 


Dem alkoholfixierten Material wurden Schnitte von 3 Mikron 
zwecks Behandlung nach der Turnbull-Methode entnommen. (6 bis 
8 Stunden in konzentriertem (NH,),8; Auswaschung in destilliertem 
Wasser, welches vielmals gewechselt werden muf$; 10 Minuten in 
20°,igem K,FeCN, bei Zusatz von gleichen Teilen 1°,igen HCl. 
Abspiilung mit destilliertem Wasser; Kernfarbung mittels Safranin. 
Gewohnliche reine Reagenzien und Lésungen fiir analytische Zwecke 
lassen sich sehr wohl verwenden: nach der vorliegenden kurzdauernden 
Einwirkung werden die in Betracht kommenden Eisenmengen derart 
minimal sein, dab die Methode fiir deren Nachweis nicht hinreicht. 
(Kunstprodukte wie etwa mit dem Mikrotommesser ,,eingeschlepptes* 
Eisen oder ahnliches haben keine praktische Bedeutung und vermégen 
jedenfalls keine Verwechslungen zu veranlassen.) 


Die Farbungen wurden nach Macallums Hiamatoxylinmethode 
kontrolliert. 


Dem alkoholfixierten. Material wurden ferner Schnitte von 10 
bis 15 my zwecks Mikroveraschung nach Policards Methode entnommen. 
Das Eisen wird durch diese Mineralisierung der mikroskopischen Schnitte 
in Ferrioxyd oxydiert, dessen Lokalisation in situ die gleiche bleibt 
wie wihrend des komplex gebundenen Zustandes in den Zellen. Bei 
derartigen Priparaten tritt das Totaleisen in Erscheinung; mit den 
Turnbull-Praiparaten verglichen, zeigt die Asche somit einen héheren 
Eisengehalt: das Bluteisen kommt ja hier hinzu. Von diesem Ver- 
haltnis abgesehen, entsprechen die Ergebnisse der Veraschungsmethode 
indessen im wesentlichen denjenigen der Farbenreaktionen; sowohl! 
die Lokalisation als die Proportionalitaét der Eisenmengen stimmten 
in beiden Reihen gut iiberein (bis auf die Versuche mit Ferrocyan- 
natrium, in welchen die Farbenreaktionen versagten). 


Das rote Oxyd 1aBt sich bei schrag einfallendem Licht mit bino- 
kularem Mikroskop leicht beobachten; auBerdem aber wurden die 
Priparate mit Ammoniumsulfid behandelt, wodurch das Eisen in 
schwerlésliches schwarzes Sulfid umgestaltet wird, welches sich am 
besten bei durchfallendem Licht beobachten 1aBt. 


Dem in Hellys Lésung fixierten Material wurden zwecks genauerer 
cytologischer Untersuchung Schnitte von 3m entnommen. Farbungen: 
Hamalaun oder Massons Dreifarbenmethode; auBerdem (nach Chro- 
mierung von 4 Tagen): Fiarbung nach Kulls Mitochondriemethode. 
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Dies bezweckte die Beschaffung einer Kontrolle mit Bezug auf den 
Zustand der eisenhaltigen Zellen, und zwar mit besonderem Hinblick 
auf Zellenvergiftungen an friihzeitigen Stufen. 


Ergebnisse. 


Unter den untersuchten Organen zeigt die Leber die interessantesten 
und meist ausgesprochenen Anderungen; danach die Niere, die indessen 
weit mehr verwickelte Verhaltnisse und weniger konstante Ablagerungen 
aufweist. In diesen beiden Organen kommt, normal, histochemisch 
nachweisbares Eisen nicht vor. In der Milz ist Eisen stets vorhanden; 
im Knochenmark dagegen nur unter gewissen Umstinden. 


Die Leber. 
A. Die Leberzellen. Die Parenchymzellen der Leber sind, wie 
bereits erwahnt, unter normalen Umstiinden histochemisch eisenfrei. 
Eine etwaige Aufnahme von Eisen mag itiberall im ganzen Organ in 





Abb. 1. 


Leber von Kaninchen Nr. 23. (NasFerricitrat.) Turnbullblau. — Kérnige Eisen- 
ablagerung in den Leberzellen; fast kein Eisen in den Kup/fferschen Zellen (k). 
(Zeichenapp.; Zeiss obj. DD; orthosk. okul. f : 15 m/m.) 


einheitlicher Weise erfolgen, so daB jede einzelne Leberzelle genau den 
gleichen Fiillungsgrad bzw. die gleiche Fiillungsart aufweist; dies 
kommt nach verhiltnismaSig kurzdauernder Eingabe maf iger Eisen- 
mengen zum Vorschein. Die Ablagerung ist nach den kleineren Dosen 
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diffus, nach den gréBeren Dosen kérnig. Die Lage der Kérner im Cyto 
plasma scheint je nach der Art des benutzten Eisenpraparates eine 
verschiedene zu sein; so liegen die Kérner nach Eingabe von Ferrosalzen 
groéBtenteils am Rande der Zelle, wahrend sie nach Eingabe von Natrium. 
ferricitrat die Kerne eng umgeben. Die GréBe der Kérner nimmt mit 
der Gesamtdosis und der Dauer des Versuchs zu, so dafs die feinen, eine 
diffuse Blaufarbung des Cytoplasmas begleitenden Kérner nach gréBeren 
Dosen gréberen Kérnern Platz geben. In diesen Fallen weisen dic 
Zellen jedoch nicht langer iiberall den gleichen Fiillungsgrad auf; die 
Gegenden um die PortagefiBe und die periferen Balken von Lobuli 
sind weit reicher an Eisen als die zentralen Gegenden. Das Natrium- 
ferricitrat scheint die gréBte Speicherung in den Leberzellen zu ver- 
ursachen; danach kommt das Ferrolactat und zuletzt das Ferrosulfat. 

Falls die Dosis nur ganz klein ist, falls nur eine einzelne Injektion 
vorgenommen oder falls eine kolloide Eisenverbindung injiziert worden 
ist, ist keine Reaktion in den Leberzellen nachweisbar. Ebensowenig 
vermégen die komplexen Eisencyanide Speicherung zu verursachen. 

B. Die Kupfferschen Zellen. In keinem Falle haben wir auf histo- 
chemischem Wege ein spontanes Vorkommen von Eisen in den Kupffer- 





Abb. 2. 
Leber von Kaninchen Nr 16. (Ferpon.) Turnbullblau. — Diffuse und kérnige 
Eisenablagerung in den prall gefillten Kupfferschen Zellen. (Optik wie Abb.1.) 


schen Zellen wahrgenommen. Was die komplexen Eisensalze betrifft. 
wird nach Injektion von Natriumferricitrat nur in ganz wenigen 
Kupfferschen Zellen eine leichte Speicherung angetroffen (und zwar 
nur nach groBen Dosen); die betreffenden Zellen sind solchenfalls 
klein, diffus blaulich und enthalten nur vereinzelte Korner. 
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Nach Injektion von Ferrosalzen oder besser kolloiden Lisen- 
verbindungen wird dagegen eine konstant starke Eisenreaktion in 
zahlreichen Kupfferschen Zellen wahrgenommen. Das Cytoplasma ist 
gewohnlich diffus blau und enthalt stets Korner, deren GréBe mit der 
injizierten Eisenmenge zunimmt. Die Granula mégen in der Zelle regellos 
zerstreut sein, sind aber oft in Gestalt von gréBeren Aggregaten an- 
gehauft, mitunter als netzartige, perinucleare Ablagerungen gruppiert. 
Falls mehrere Kérner zusammenflieBen, entstehen massive Schollen. 
Die Kerne sind stets eisenfrei. 


Nach gréBeren Eisendosen mag die Fiillung der Zellen sehr er- 
heblich werden. Die an Schnitten normal als spindelférmig erscheinenden 
..Sternzellen** werden bei maBiger VergréBerung kissenférmig, um bei 
den extremen Fillungsgraden fast den Lebersinus zu obturieren. Unter 
derartigen Umstinden werden nicht selten Formen beobachtet, die 
Fremdkérperriesenzellen mit vielen Kernen und vakuolisiertem Cyto- 
plasma ahnlich sehen. In mehreren Fallen wurde beobachtet, daB die 
am starksten gefiillten Kupfferschen Zellen vorzugsweise im Portagebiet 
angetroffen werden. 


Die Milz. 


In der normalen Milz kommen stets eisenhaltige Zellen vor, regellos 
iiber Pulpa lienis zerstreut, derart aber, daB die Follikeln (Noduli Malpighi) 
stets eisenfrei sind. Das normal vorhandene Eisen riihrt ohne Zweifel 
von der Erythrolyse in den Makrophagen her. 


Injektion der komplexen Eisencyanide ruft in der Milz kaum Eisen- 
ablagerung hervor. Noch nach Injektion von Natriumferricitrat wird 
in der Milz eine endgiiltig festgestellte Vermehrung von histochemisch 
nachweisbarem Eisen beobachtet. Zwischen den Follikeln werden 
zerstreute kleinere Gruppen von histiocytaren Reticulumzellen (Makro- 
phagen) beobachtet, deren diffus blaues Cytoplasma _ vereinzelte, 
ziemlich grobe Kérner enthalten. In den Follikeln selbst ist Eisen- 
reaktion nicht nachweisbar. 


Nach Eingabe .von Ferrosalzen enthalten die Reticulumzellen 
iiberall Eisen. Das Cytoplasma ist diffus ziemlich stark blau gefarbt, 
und eng um die Kerne lagern netzartige Aggregate von groben Kérnern. 
Die eisenhaltigen Zellen liegen am dichtesten in den perifollikalaren 
Gegenden des Parenchyms. Nach Injektion kolloider Eisenverbindungen 
zeigen sich sehr ausgiebige Eisenmengen in den Makrophagen, mit 
ausgesprochener Pradilektion perifollikular. Nur die meist zentralen 
Gegenden der Follikel sind in solchen Fallen eisenfrei. Die Art der 
Speicherung ist grob granular. 
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Knochenmark. 


Angeblich kommen in dem normalen Knochenmark mitunter 
eisenhaltige Zellen vor. Wir unsererseits haben solche nicht wahr- 
genommen, und zwar auch nicht nach Injektion von komplexen Eisen- 
salzen: man trifft nirgends Eisenreaktion. Nach Injektion der kolloiden 
Eisenverbindungen sind dagegen stark blaufarbige Histiocyten ein- 
heitlich tiber das ganze Priparat gelagert wahrnehmbar. Diese Zellen 
liegen im Stiitzgewebe des Knochenmarks und scheiden sich deutlich 
von den eigentlichen Riesenzellen aus, in welchen kein Eisen vorgefunden 
wird. Die Beschaffenheit der Ablagerung ist ausgesprochen granular, 
indem die betreffenden Zellen von mittelfeineren und gréberen Kérnern 
sowie hier und da von gréBeren Schollen strotzend voll sind. 


Die Niere. 

Bei normalen Verhaltnissen wird in der Niere niemals Eisen an- 
getroffen. Injektion von Ferrosalzen laBt ebenfalls in den meisten 
Fallen die Niere eisenfrei —- und zwar selbst bei denjenigen Tieren, die 
zur gleichen Zeit in der Leber eine erhebliche Eisenspeicherung auf- 
weisen. Einigemal wurde indessen eine leichte, diffuse Blaufarbung 
in ganz wenigen Glomeruli wahrgenommen; die betreffenden Zellen 
(unbestimmbarer Art) enthielten mitunter feine blaue Kérner. In 
einem einzelnen Falle wurden auBerdem in intertubularen Réumen 
eisenhaltige Zellen angetroffen. Tubuli waren nach Injektion von 
Ferrosalzen stets eisenfrei. Der. Harn gab mit Rhodanid Reaktion. 


Die Injektion von kolloiden Eisenverbindungen wird dagegen 
konstant von massiven Eisenablagerungen in der Niere begleitet, und 
zwar im héchsten Grade und am meisten auffallig in Glomeruli. Am 
haufigsten verteilt sich das Eisen fleckenweise tiber simtliche Teilaste 
samtlicher Glomeruli. Die Beschaffenheit der Ablagerung ist nicht 
diffus, sondern grobkérnig und ahnelt in mancher Beziehung dem 
Bilde der Kupfferschen Zellen nach Eingabe kolloider Eisenverbindungen. 
Der Charakter der betreffenden Zellen 14Bt sich nicht mit Sicherheit 
feststellen. Im Lumen der Kapillare und im Kapselraum wird kein 
Eisen vorgefunden. In den intertubularen Raumen der auBeren Zone 
der Rindensubstanz sind iibrigens zahlreiche eisenhaltige Endothel- 
zellen wahrnehmbar. 


Das Segment I samtlicher Nierenkanale (tub. cont. I) enthalt 
Eisen, und zwar in gleichem MaBstabe und mit gleicher Ablagerungs- 
weise, ganz einheitlich von Zelle zu Zelle innerhalb desselben Quer- 
schnittes. Vorzugsweise im mittleren Teile der Zelle findet man radiar 
reihengestellte Kérner, wahrend die supranucleare Zone sowie die 
Basis eisenfrei sind. GréBe und Menge der Korner ist entschieden am 
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gréBten in den distalen Abschnitten des SegmentsI. Das Bild ahnelt 
sehr der Karminspeicherung nach Vitalfarbung. Bis auf eine einzelne 
Ausnahme wurde nach Eingabe von kolloiden Eisenverbindungen 
in den iibrigen Abschnitten des Nierenkanals keine Speicherung vor- 
gefunden. 


Die genaueren cytologischen Untersuchungen deckten keine Scha- 
digung des Parenchyms der betreffenden Niere auf. 


Nach Injektion von Natriwmferricitrat kommt ein ganz anderes 
Bild zum Vorschein: Glomeruli sind stets eisenfrei, wahrend im Segment I 
des Nierenkanals in gewissen Fallen Eisenablagerungen lokalisiert sind, 
deren Beschaffenheit indessen von denjenigen der obenerwahnten 
stark abweicht: 


a) Nach Injektion weniger und kleiner Dosen (total: 58 mg Fe) 
wird weder in Glomeruli noch in Tubuli Eisen vorgefunden. 


b) Nach einer einzelnen groBen Dosis (158 mg Fe) und sofort 
danach erfolgender Fixierung der Niere wird in Gruppen des Segments I 
(tub. cont. I) Eisen vorgefunden, und zwar ausschlieBlich hier. Der 
Inhalt von Lumen, der Biirstenbesatz und der angrenzende Teil des 
Cytoplasmas sind in den betreffenden Tubuli diffus blau. Glomeruli 
und sonstige Abschnitte des Nierenkanals: keine Eisenreaktion. 


O77 


c) Nach einer kiirzeren Reihe von Injektionen (Totaldosis: 277 mg 
Fe) erscheint folgendes Bild: Nur ganz einzelne Segménte I enthalten 
Eisen, und die Eisenhaltigkeit der betreffenden Kanalabschnitte ist, 
soweit ersichtlich, durch ihren ganzen Verlauf eine einheitliche. Be- 
schaffenheit der Ablagerung: nachst an Glomerulus zeigt sich eine 
diffuse Blaufirbung tiber das ganze Cytoplasma, wiahrend in den 
distalen Abschnitten ziemlich grobe Korner beobachtet werden — am 
haufigsten ganz eng um die Kerne, iibrigens aber zerstreut durch das 
Cytoplasma mit vorwiegender supranuciearer Lokalisation. In wenigen 
Tubuli: blaufarbige Substanzen im Lumen. 


Glomeruli und iibrige Abschnitte des Nierenkanals: keine Eisen- 
reaktion. 


d) Nach etwas gréBeren Totaldosen (553 mg Fe) und Versuchs- 
dauer wird in einer erheblichen Anzah] Segmenten I Eisen vorgefunden, 
wahrend der Rest eisenfrei ist. Die Ablagerung ist feinkérnig mit vor- 
wiegender basaler Lokalisation in den Zellen. Glomeruli und tibrige 
Abschnitte des Nierenkanals: keine Eisenreaktion. 


e) In demjenigen Versuche, bei welchem die Natriumferricitratdosis 
die héchste war (750 mg Fe), zeigen sich nur ganz einzelne Segmente I 
eisenfrei. In sémtlichen tibrigen Kanalen zeigen sich ziemlich wenige 
und feine Kérner, tiber simtliche Zellen regellos zerstreut. 


14* 
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Was indessen bei diesem Versuch auffallig ist, ist der erhebliche 
Eisengehalt von vielen Segmenten III (tub. cont. II). An verschiedenen 
Stellen — insbesondere am Ubergang zwischen Schweigger-Seidels 
Abschnitt und Sammelréhren — zeigen sich Anhaufungen von Kornern, 
die sich zur Ablagerung von groBen Schollen steigern. Die Zellen sind 
in solchen Fallen schlechthin pathologisch beschadigt und zeigen diffuse 
Blaufarbung von Cytoplasma und Kern. 


Glomeruli und Sammelréhre: keine Eisenreaktion. 


Bei Zusammenstellung dieser histochemischen Ergebnisse mit 
denjenigen einer cytologischen Untersuchung derselben Nieren, a) bis e), 
in Hellys Lésung fixiert, nachchromiert und mit Hamalaun und mit 
Kulls Mitochondriefirbung gefairbt, stellt sich heraus [vom Falle e) 
abgesehen]: 


Glomeruli: Uberall intak¢. 


Segment I zeigt gréBtenteils normale Verhaltnisse mit wohlerhaltenen 
und vollstandig regelmaBig angeordneten schlanken Mitochondrien. 
Keine Schadigung der supranuclearen Zonen. 


Eine kleinere Anzahl] Kanile (nimlich die obenerwihnten eisen- 
haltigen) zeigen leichte Degeneration oder Desquamation des Apex der 
Zellen, sowie staubartigen Zerfall der Mitochondrien, deren Farbbarkeit 
herabgesetzt ist, und die stellenweise in Reihen feiner Trépfchen zer- 
fallen sind. Diese Befunde miissen als Frithstadien einer besonderen 
Zellenvergiftung aufgefaBt werden. 


Segment II: Normale Verhiltnisse. 


Segment III: Volistandig normale Verhiltnisse. Es darf nicht 
unerwahnt bleiben, daB sich hier bei Kulls Methode zwischen 
den einzelnen Zellen eines und desselben Querschnittes des 
Kanals ausgesprochene Unterschiede zeigen (Okkels), wahrend die 
Turnbull-Praparate, wie erwahnt, tiiberhaupt keine Spuren von Eisen 
aufweisen. 


Der Fall e) nimmt eine Sonderstellung ein, indem die ganze Niere 
pathologisch-anatomische Veranderungen aufweist; zahlreiche keil- 
férmige Abschnitte der Rindsubstanz enthalten dilatierte Kanale. 
die zum groBen Teil von einem eisenhaltigen Detritus voll sind. 


Laboratoriumkaninchen mégen bekanntlich an Spontannephritis 
leiden, und man vermag deshalb nicht zu entscheiden, ob die Nephritis 
des Falles e) unmittelbar auf die toxische Beeinflussung der Zellen 
durch das Natriumferricitrat zuriickzufiihren sind, oder ob hier eine 
spontane Nephritis vorliegt, die eventuell wahrend des Versuchs fort- 
geschritten sein mag. 
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Die komplexen Eisencyanide rufen keine Eisenablagerung hervor. 
Dieselben gelangen unverandert durch die Niere zur Ausscheidung 
und sind in groBen Mengen im Harn nachweisbar. 


Diskussion. 


Die Frage, ob intravenése Injektion verschiedenartiger Eisen- 
verbindungen histologisch voneinander abweichende Ablagerungen in 
den parenchymatosen Organen herbeifiihren, ist somit bejahend zu 
beantworten. 


Die Ferrosalze werden nur in geringfiigigem Umfang in den 
Leberzellen gespeichert, in etwas gréBeren Mengen in den Kupffer- 
schen Zellen und in den Makrophagen der Milz, praktisch ge- 
sprochen dagegen nicht in der Niere, und zwar insbesondere niemals 
in Tubuli. 


Die kolloiden Eisenverbindungen werden niemals in den Leberzellen 
gespeichert, dagegen in ausgesprochenem Grade in den Kupfferschen 
Zellen, in den Makrophagen und im Knochenmark. In der Niere fiibren 
diese Verbindungen massive Ablagerungen in Glomeruli und (spiater) 
im Segment I (tub. cont. 1) des Nierenkanals herbei, desgleichen in 
den Endothelien derintertubularen Raume. 


Die komplexen Eisensalze. a) Natriumferricitrat wird in den Leber- 
zellen gespeichert, in den Kupfferschen Zellen aber nur in ganz un- 
erheblichen Mengen, In der Milz «nd im Knochenmark 1]aB8t sich 
mit Sicherheit keine Ablagerung nachweisen. Was die Niere 
betrifft, zeigt sich in Glomeruli niemals Ablagerung, wahrend in 
Gruppen von Tubuli erhebliche Eisenmengen gespeichert werden, 
und zwar je nach Héhe der Totaldosis und nach der Gesamt- 
dauer des Versuchs. Eine cytologische Untersuchung der Zellen 
der betreffenden Kanile deckt unverkennbare Anzeichen einer Zellen- 
vergiftung auf. 


b) Natriumferro- oder -ferricyanid ruft nirgends histochemisch 
nachweisbare Eisenablagerungen hervor. Die betreffenden Salze werden 
im lebenden Organismus nicht zersetzt, sondern durchdringen die Gewebe 
diffus. 


Ein Vergleich zwischen den vorstehenden Befunden und den Er- 
gebnissen friiherer histochemischer Arbeiten wird in erster Reihe auf 
die Ablagerung der kolloiden Eisenverbindungen Bezug nehmen kénnen. 
Unsere Ergebnisse innerhalb dieser Gruppe stimmen — um einige der 
diesbeziiglichen maBgebenden Arbeiten zu nennen — mit den Befunden 
von Eppinger und Stéhr, Iwanaga, Derman und Polson gut iiberein; 
diese Forscher finden das Eisen in den Kupfferschen Zellen, in der 
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Milz, im Knochenmark, in den Lymphglandeln und Histiocyten 
wieder vor. 

Wir meinen deshalb die Behauptung aufstellen zu diirfen, daS 
eine intravends injizierte kolloide Hisenverbindung in dem reticulo- 
endothelialen System gespeichert wird, und zwar lediglich hier. Erst wenn 
die Ausscheidung durch die Niere (nach dem Verlauf von ungefihr 
einer Woche) einsetzt, wird auSerdem in den Nierenkanilen Eisen 
abgelagert. 

Diese Ablagerungsweise in dem R. E. 8S. ist indessen keine dem 
Eisen allein eigentiimliche. Bereits v. Kupffer hat (1876) das Vermégen 
der Sternzellen, die Partikeln aus einer intravenés injizierten Kohlen- 
suspension aufnehmen zu kénnen, nachgewiesen. Spiter hat Cohn 
vermocht, die Kupffer-Zellen elektiv durch intravenése Injektion von 
kolloidalem Silber zu impragnieren — eine Methode, die u. a. von 
Lepehne und Wieselinck benutzt worden ist; alle diese Forscher berichten 
iiber Ablagerungen, die denjenigen nach Injektion von kolloidalem 
Eisen wahrgenommenen genau entsprechen. Ein gleiches Verhalten 
kommt bei Platin und Palladium (Duhamel), sowie bei kolloidalen 
Farbstoffen zum Vorschein. 

Diese Erscheinungen mégen zu der Frage AnlaB geben, ob nicht 
etwa der kolloide Zustand an sich fiir die Speicherung eines Stoffes 
im retico-endothelialen System (R. E. 8.) maBgebend sei. Eine er- 
schépfende Untersuchung dieser Frage wiirde sehr umstandlich und weit- 
laufig werden und auferhalb des Rahmens der vorliegenden Arbeit 
fallen; wir werden uns deshalb darauf beschrinken, die Hauptlinien 
anzudeuten: Die iit Betracht kommenden Faktoren sind einerseits 
das speziell phygocytierende Vermégen der R. E. 8.-Zellen — niher 
bestimmt: die die ,, Blockade‘‘-Erscheinungen umfassende Tatigkeit —. 
andererseits die physikalisch-chemische Struktur des experimental ein- 
gebrachten Kolloids. Uber diese beiden Faktoren feh]t uns indessen 
genaues Wissen. Es darf uns deshalb nicht wundern, daB mit Bezug 
auf die Aufnahme des kolloiden Eisens in R. E. 8. in mehreren Be- 
ziehungen noch Unklarheit herrscht. So hat IJwanaga beobachtet. 
daB die Leberzellen wahrend der ersten Stunde nach intravenéser 
Zufuhr von kolloidalem Eisen (,,Hemosol‘‘) primar groBe Eisenmengen 
aufnahmen, die indessen nach dem Verlauf von 12 bis 24 Stunden 
mobilisiert wurden, wonach das Eisen endgiiltig in den Kuwpfferschen 
Zellen und in der Milz zur Ablagerung gelangte. Im Gegensatz hierzu 
hat Polson bereits 10 Minuten nach intravenéser Injektion von Ferrum 
oxydatum dialysatum eine elektive Speicherung in den Kupffer-Zellen 
konstatiert. Duhamel, welcher innerhalb einer Periode von 15 bis 
65 Minuten die Silberablagerung mit kolloiden Lésungen anderer Schwer- 
metalle verglichen hat, hat mit Bezug auf die Aufnahme der betreffenden 











yten 


daB 
sulo- 
renn 
fahr 
jisen 


dem 
igen 
len- 
‘ohn 
von 
von 
hten 
lem 
lten 
alen 


icht 
»ffes 
er- 
veit- 
‘beit 
nien 
seits 
iher 
Sai 
ein- 
ssen 
Zug 


itet. 
6ser 
igen 
iden 
*hen 
eTZU 
rum 
sLlen 
| bis 
wer- 
den 





Untersuchungen tiber das Verhalten verschied. Eisenverbindungen. 215 


Metalle in den Aupfjerschen Zellen Unterschiede beobachtet!. Duhamel 
unterlaBt indessen die Klarlegung seiner histochemischen Technik, 
und es ist deshalb nicht leicht, seine Ergebnisse zu beurteilen. 

Unsere eigenen Experimente, welche auf wiederholte, sich iiber 
eine langere Periode erstreckende Injektionen basiert sind, gestatten 
uns, mit Bezug auf diese schnell eintretenden Ablagerungserscheinungen 
keine Schliisse zu ziehen. Alles wohl erwogen, ist schlieBlich der kolloide 
Zustand ohne Zweifel der maBgebende Faktor fiir die Ablagerung eines 
Stoffes in R. E. 8. Da® verschiedene Kolloide mit verschiedener 
Intensitat abgelagert werden kénnen, ]éBt sich am einfachsten aus 
Schwankungen der PartikelgréBe der dispersen Phase erkliren. Be- 
kanntlich mégen elektrisch erzeugte Schwermetallkolloide weit ver- 
schiedenen Dispersionsgrades sein, auBerdem mag das Alter e einer solchen 
Lésung die PartikelgréBe beeinflussen. 


Auf die Tatsache zuriickkommend, daB die Ablagerung in R. E. 8. 
fiir das kolloidale Eisen allein nicht eigentiimlich ist, diirfte es geboten 
sein, die Aufmerksamkeit auf einen FehlschluB zu lenken, dessen sich 
viele der friiheren Forscher schuldig gemacht haben. Diese Forscher 
identifizieren naimlich ohne weiteres die Befunde in R. E. 8. nach In- 
jektion irgend einer kolloiden Eisenverbindung mit dem histochemischen 
Bilde des Hisenstoffwechsels. Somit scheint es denn auch ein wenig 
iibereilt, wenn z. B. Eppinger und Stéhr eine Empfehlung des Eisen- 
zuckers fiir therapeutische Zwecke durch dessen elektive Ablagerung 
in R. E. 8. begriinden. Allerdings will Heinz sowob] klinisch als experi- 
mental gute Erfolge nach intravenéser Injektion von Elektroferrol 
(elektrokolloidales Eisen mit Zusatz eines Schutzkolloids) erreicht 
haben und meint, dem Eisen diese therapeutische Wirkung verdanken 
zu miissen. Die Behauptungen von Heinz sind indessen nicht unbedingt 
einwandfrei, insbesondere nicht unter Beriicksichtigung der Versuche 
von Nissen. Dieser Forscher zeigt namlich, daB wiederholte intravendése 
Injektion proteinhaltiger Schutzkolloide allein einen exquisiten Reiz 
der lymphoblastischen Gewebe hervorruft und ohnehin einen Reiz der 
Megakaryocyten des Knochenmarks! Somit diirfte zurzeit keine 
dringende Ursache fiir die Annahme vorhanden sein, da8 das kolloidale, 
in den Zellen des R. E. 8. abgelagerte Eisen besonders physiologisch — 
und deshalb therapeutisch — heilsam sein sollte. 


1 Polson referiert Duhamel unrichtig: Duhamel macht nimlich aus- 
driicklich darauf aufmerksam, daB, waihrend Pt, Ag und Pd sehr schnell, 
elektiv und in groBen Mengen in den Kup/ffer-Zellen abgelagert werden, 
dies bei Hg, Se, Cu und Fe (elektrokolloidales Fe) nicht der Fall ist, obgleich 
in simtlichen Faller: mehr als die Halfte der injizierten Metallmenge quan- 
titativ analytisch in der Leber, und praktisch gesprochen der ganze Rest 
im Blute nachweisbar war. 


et 
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Starkenstein halt die Wirkung des kolloiden Eisenzuckers fiir 
identisch mit einer Ferriionwirkung und zieht hieraus die SchluBfolgerung, 
daB das Ferriion nicht giftig ist. Falls wir von Fe(OH), ausgehen, 
wird indessen C,,-- bei der Reaktion des lebenden Organismus nur 
auBerst geringfiigig sein; fiir eine wasserige Lésung wird Cy,,-- bei 

—36 

pu: 7,3 —— =: ungefaihr 10—!8 sein. Da die Reaktion eine basische 
ist, ist allerdings fiir iibersattigte Lésungen die Méglichkeit vorhanden: 
die Fe’-Mengen, die mit den Zellen zur Reaktion gelangen werden 
kénnen, werden indessen trotzdem derart auBerordentlich geringfiigig 
sein, daB eine Giftwirkung — selbst im Falle einer erheblichen Giftig- 
keit des Ions —- kaum zu erwarten sei. Da die Ferriionen mutmaBlich 
bedeutend langsamer aus dem kolloiden Ferrihydroxyd als aus einem 
komplexen Ferriion nachgeliefert werden, hat bereits Erwihnung ge- 
funden. Hierauf werden wir nachstens zuriickkommen. 





Unsere Versuche mit komplexen Ferrisalzen kénnen nur teilweise 
mit den wenigen in der Literatur vorliegenden diesbeziiglichen Unter- 
suchungen verglichen werden. Die grundlegende Arbeit iiber die Wirkung 
dieser Salze (Meyer und Williams) ist auf quantitativen Gliihanalysen 
basiert und kommt deshalb nicht in Betracht. Histochemisch wird 
die Ausscheidung der betreffenden Salze durch die Niere erst von Kobert 
(1882) untersucht. 


Unsere Ergebnisse stimmen genau mit denjenigen von Kobert 
iiberein, welcher Forscher sowohl die Eigentiimlichkeit hervorhebt, 
daB nur Gruppen der Nierenkanile eisenhaltig sind, und auBerdem die 
toxische Nephritis beobachtet. Stieglitz gelangt im wesentlichen zu 
entsprechenden Ergebnissen. 


In diesem Zusammenhang diirfte AnlaB vorhanden sein, die Zweck- 
losigkeit derjenigen Bemiihungen hervorzuheben, welche darauf hinaus- 
gehen, auf Grundlage derartiger Experimente allgemeingiiltige renal- 
theoretische Schliisse zu ziehen. So hat sich z. B. Kobert veranlabt 
gefunden, die Heidenhainsche Nierenfunktionstheorie deshalb zu stiitzen. 
weil er in Glomeruli keine Eisenablagerung vorfand. Mit gleichem 
Recht hatte er Ludwigs Theorie beipflichten kénnen, falls er anstatt 
ein komplexes Eisensalz eine kolloide Eisenverbindung benutzt hatte. 
welche, wie oben erwahnt, massive glomerulare Ablagerungen hervor- 
ruft. Die Behauptungen von Stieglitz entspringen der unrichtigen 
Annahme, daB er einfach die Ausscheidung des dreiwertigen Ferriions 
verfolge, wahrend tatsachlich die Erscheinungen der Nierenbeeinflussung 
des komplexen Ferricitrations Gegenstand seiner Beobachtungen ist. 
Und selbst falls eine genauere Untersuchung herausstellen méchte, 
daB die Méglichkeit einer Ferriionwirkung keineswegs ausgeschlossen 
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sei, bleibt das Resultat dennoch das gleiche: Stieglitz hat mit einer 
Giftwirkung zu tun, und die Ablagerungen in Tubuli stellen, wie bereits 
von v. Méllendorff hervorgehcben, weder ,,secernierte’* Kérner, noch ver- 
schiedene Sekretionsphasen dar, sondern einfach eine Speicherung in 
den Zellen, begleitet von Zellenvergiftung und Partialnekrose. Alle 
diese Untersuchungen haben deshalb, von einem histophysiologischen 
Gesichtspunkte aus, nur einen auBerst beschrinkten Wert. 


Fraglich bleibt bloB, ob man diese Giftwirkung als Wirkung eines 
besonderen giftigen Ferricitrations rechnen soll (wie Starkenstein meint), 
oder ob man dieselbe in der Tat nicht ebensogut als eine Ferriionwirkung 
rechnen darf. Schreiben wir namlich Natriumferricitrat: Na, Fe,Citg, 
haben wir: 

Na, Fe,Cit, —-—> 3Na + Fe,Cits, 
Fe, Cit, —> Fe” + FeCit’”’. 


Da, wie bereits erwahnt, Cy,--- im Organismus nur auBerst gering- 
fiigig werden kann, diirfte unter diesen Umstianden eine Giftwirkung 
des Ferriions schwerlich denkbar sein. Zwei Momente spielen indessen 
hier mit hinein: erstens die Léslichkeit und das Diffusionsvermégen 
des Stoffes, zweitens die gréBere Beweglichkeit des Gleichgewichts 
zwischen Ferriionen und komplexem Ferriion, mit der sich daraus 
ergebenden gréBeren Schnelligkeit der Nachlieferung von Ferriion. Wir 
haben diese Betrachtungen zu Worte kommen lassen, lediglich um zu 
zeigen, daB sich die Méglichkeit einer Ferriionwirkung — eben bei den 
komplexen Ferrisalzen — nicht ablehnen 1aBt. 


Ubrigens bewihren sich diese Erwigungen auch sehr gut durch 
die Tatsache, daB uns im Verlauf unserer histochemischen Unter- 
suchungen bei Natriumferricitrat stets Hindringen von Eisen in die 
Parenchymzellen selbst begegnet. 


Was die Ferrosalze betrifft, liegt, soweit uns bekannt, bis jetzt 
kein Versuch vor, die Ablagerung derselben in parenchymatosen Organen 
zu lokalisieren. 


Einzelne Verhaltnisse seien indessen hier angefiihrt. Zunachst die 
Resorption nach Eingabe per os. Heubner beobachtete bei Ferrosulfat 
keine, bei Ferrochlorid nur sehr geringfiigige Resorption aus einer 
abgebundenen Darmschlinge. Unser Material enthalt einen ent- 
sprechenden Versuch: 


Katze: 4100 g. Diinndarmschlinge wird angelegt, in dieselbe werden 
5cem einer 4% igen Ferrochloridlésung injiziert. Nach Verlauf von 
24 Stunden wird das Tier getétet und die Schlinge herausgenommen. 
Histochemisch war in der Darmwand kein Eisen nachweisbar, und die 
quantitative Analyse zeigte, daB die ganze injizierte Eisenmenge noch 
vorhanden war. 
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Nichtsdestoweniger mu8 Ferrochlorid — wie bereits von Starken- 
stein hervorgehoben — aus dem Verdauungskanal resorbiert werden 
kénnen; dies geht aus den Vergiftungsbildern hervor, welche bei Kanin- 
chen in Erscheinung treten, wenn die Eingabe mittels Schlundsonde 
erfolgt ist. Als Erlauterung der Leichtigkeit, mit welcher eine tédliche 
Vergiftung auf diesem Wege herbeigefiihrt werden mag, mag der nach- 
stehende Befund dienen: 


Kaninchen: Gewicht 2900g. Mittels Schlundsonde werden 100 ccm 
4% iges Ferrochlorid eingegeben; nach dem Verlauf einiger Stunden zeigt 
das Tier verbreitete Lahmungen auf und wird 414 Stunden nach der 
Eingabe getétet. Eine sorgfailtige histologische Untersuchung von 
Fundus, Pylorus und Duodenum nach histochemischen und cytologischen 
Methoden ergab: 


Nirgends Erscheinungen, welche als histochemischer Ausdruck einer 
Resorption des Eisens durch das Epithel aufgefaBt werden konnten. Da- 
gegen begegnet uns im Pylorus und insbesondere im Duodenum: 
1. diffuse Blaufairbung ganzer Zellen, sowie in denselben An- 
zeichen einer Zellenvergiftung; 2. subepitheliale Blutungen; 3. dilatierte 
Kapillare; 4. in ganz einzelnen Duodenalvilli Histiocyten mit vereinzelten 
blauen Kérnern. 


Die Leber zeigte keine Eisenreaktion; dagegen begegneten uns in der 
Milz ziemlich erhebliche Eisenmengen, und zwar sowohl diffuse als kérnige. 
Serum enthielt 50,1 mg-% Fe. 


Ein entsprechender Versuch mit Natriumferritartrat zeigte praktisch 
gesprochen keine Beschadigung der Ventrikel- oder Duodenalschleimhaut. 
Serum enthielt 2,7 mg-°%, Fe. 


Eine derartige vereinzelte Beobachtung beweist selbstverstandlich 
nichts, vermag uns aber einen’ Fingerzeig zu geben. Es ist ja 
nimlich nicht ausgeschlossen, daB die Erklirung der erheblichen 
toxischen Wirkung und der erstaunlich groBen Eisenmengen im 
Serum darin zu suchen sei, daB das Ferrochlorid durch die ver- 
gifteten Zellen und durch die beschadigten Kapillaren in die 
Blutbahn hineinzudringen vermag. Zutreffendenfalls darf aber von 
einer Resorption des Ferroions im physiologischen Sinne nicht langer 
die Rede sein. 


SchlieBlich werden wir noch das Problem: die Oxydationsstufe 
des abgelagerten Eisens besprechen. Bereits seit langem hat man gewuBt, 
daB innerhalb des Organismus sowohl eine Oxydation als eine Reduktion 
experimental eingegebenen Eisens stattfindet. So hat Quincke (1868) 
nachgewiesen, daB im Harn fortwahrend eine Mischung von Ferro. 
und Ferrieisen zur Ausscheidung gelangt, unangesehen, ob intravenés 
eine Ferro- oder Ferriverbindung injiziert worden war. Wir unsererseits 
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haben in entsprechender Weise bei unseren Ferrolactattieren eine kriftige 
Rhodan-Reaktion im Harn wahrgenommen. 


Starkenstein ist indessen der erste, welcher der Verteilung von 
Ferro- und Ferrieisen innerhalb des Organismus eine griindliche Unter- 
suchung widmet, und dieser Forscher bemiiht sich, wie bereits erwahnt, 
die betreffenden sehr verwickelten Verhaltnisse durch Einfiihrung der 
Begriffe: ,,.aktives‘‘ und ,,inaktives*‘ Ferro- bzw. Ferrieisen auseinander- 
zusetzen. Diese Bezeichnungen beziehen sich auf die pharmakologische 
Wirksamkeit ; so ist z. B. das zweiwertige Eisen in FeCl, pharmako- 
logisch wirksam (also ,,aktiv’‘), wahrend dagegen das durch Reduktion 
im Organismus gebildete Fe™ unwirksam (also ,,inaktiv’') ist. Dieses 
inaktive Ferroeisen bezeichnet Starkenstein als ,,Endprodukt* des 
Eisenstoffwechsels. Die Ablagerungsweise innerhalb der einzelnen 
Organe mag nach den Analysen von Starkenstein und Weden wie folgt 
aufgefaBt werden: Inaktives Fe™ (z. B. Eisenzucker) wird aus dem 
Blute schnell und in erheblichen Mengen eine Zeitlang in der Milz ge- 
speichert, wahrend die Milz weder das aktive FeCl,, noch das durch 
Oxydation im Organismus erzeugte Fe™ aufnimmt. Das soeben 
erwihnte ,,Endprodukt“ (inaktives Fe™) wird dagegen in der Leber 
aufgenommen. Leber und Milz sollen also ausschlieBlich ,,inaktives** 
Eisen aufnehmen kénnen, wahrend das ,,aktive* Eisen lange im Blute 
zirkuliert, um erst nach Umwandlung in inaktives Fe™ abgelagert zu 
werden. 


Eine kritische Beurteilung der Ergebnisse von Starkenstein und 
Weden 1a8t sich durch Vergleich mit den unsrigen leider kaum durch- 
fiihren, und zwar unter anderem, weil man vom histochemischen (e- 
sichtspunkte aus sich nur mit gréBtem Vorbehalt dariiber auBern darf, 
ob eine Eisenablagerung den Charakter einer Ferro- oder Ferriverbin- 
dung hat. 


Bei Benutzung der Reaktion mit Kaliumferro- bzw. -ferricyanid 
in salzsaurer Lésung gestaltet sich die Blaufirbung bei Vorhandensein 
von Ferri- bzw. Ferroion bekanntlich in vitro wie folgt: 





Fe" Fe" 


K; FeCN, + HCl ° : + 
K,FeCN,g+ HCl... weil oder 
hellblau 


Wir haben uns deshalb bemiiht, dieses Verhaltnis auf Schnitte aus 
alkoholfixierten Organen zu iibertragen. 


Die Schnitte werden mit einer 20°,,igen Kaliumferro- bzw. Ferri- 
eyanidlésung mit Zusatz gleicher Teile 1°, iger Salzsiure begossen, 

















220 V. Henriques u. H. Okkels: 
Kenin- Gewicht pees Getitet ‘ane Einzeldosis | Tot 
Nr. g mg Fe my 
1 1730 ss ee a ee Ferrolactat 15 
2 1900 6. I} 11. 1 | 11. 1. k 33 
3 2015 5. XII. | 19. XI. | 21. XI. | Ferrosulfat 19 
4 2000 16. III. | 29. I. | 31. Il. Ferrolactat 25 
5 | 1800 | 1. XI. | 17. XL | 18 XI | Ferrosulfat 19 
6 2045 6. XII. | 19. XII. | 21. XII. Ferrolactat 23 
7 3000 | 6 X./ 28 X./ 81. X. | < 39 
Kolloide 
8 1750 1, Xs | 10%...) 2. Xi] Feepon 20 
9 | 100 | 72m) 8a. om], 40 
10 1490 | 2. XL | 17. XI 20. XI. ‘ 20 
11 2700 | 29. IX.| 10. X. 11. X. ‘. 30 
12 2060 = =5. XI. | 19. XI. 21. XI. | Idozan 50 
13 2100 | 80. XI. 12.XIl. 18. XII. | Ferpon 50 
14 2100 | 5. I. | 22. I 28 Il. | Ferr. pept. 40 
te 15 2600 17. II. | 25. I. 25. Il. | Ferpon 100 
16 «2600—'s«i.sCéddCs“‘(|Ss ks | 25s a 100 
Kon 
; 17 | 1840 | 16. X.| 23. X.| 24. X.| Na-Ferricitrat 18 
; 18 | 2100 | 22. I | 28. MM | 28. I | Na-Ferrocyanid 82 
: 19 | 2100 | 22 | 28 M1. | 28. IL ‘ 32 
H 20 1900 5. IL. | 11. I. 12. I Na-Ferricitrat 40 
F 21 2200 | 25. | 4. UL | 4. IL | Na-Ferricyanid 83 
: 22 — | 2% I | 19 V.| 22. V.| Na-Ferricitrat 32 
23 3100 6. X.| 28 X.| 81. X. | 40 
Die Kontroll: 
Anzahl von Zellen: Stiarkegrad der Reaktion: 
«3 keine (+) recht schwach 
(+) beinahe keine + mittelstark 
oF (+) sehr sparsam ++ stark 
i oe sparsam +++ sehr stark 
+--+ mehrere 
+++ ~~ recht zahlreich 


| ++++ zahlreich 
+++++ alle 
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pdunge 
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- Leberzellen Kupffer sche Zellen 
: rum Zellen mit Starkegrad Art der Zellen mit VergréBe- Stirkegrad Art der 

osis Tot positiver der Eisen. positiver rung der der Eisen» 

. x oF seesaccsnatem Bnconcmnend ene a Zellen mace ablegerung 
| -. +44 -s + D. FK. 
, 1 ++ a D =| ++++ + D. K. 
| ups + (+) | D.(FK.) 
: +++++| + FK. | +++ ++ | DKS. 
(+) | ++++ + ++ (FK.) 
+++++) (+) D.FK. | +++ + (FK.) 
) T+ + K. | +++ +++ ++ D.K.S. 
Kolloide @pe"™8°"- 
+ ++++ (+) ++ D. K. 
) —s ++++ . — D. K. 
) = +++ +++ se i D. K. 
) = tt+T ++ D. GK. 
, ey ++++4+ +> +++ | D.FK.V. 
) (>) ++++ +++ TY? K. 
) > Tt+++ +++ +-+-+ K. 8. 
) (+) SOP TS | TT tt++ D. K. 
y =" TTT +++ tT D. GK. 

Kool Ize. 
2 > > 
2 ti. me 
2 ) = 2 
0 PD i ttt+tt+ |] + D. FK. (+) = (+) (D.) 
3 i “3 
2 t++++| ++ (GK.) (+) - + D.K.V. 
0 P+++++] ++ K. + + (+) | D.(FK.) 
Kontrol: ~ br 
ais Grife der Zellen: Art der Ablagerung: 
h — nicht vergréBert diffus 
+ recht grob kornig 





++ groh 
+++ sebr grob 


FK. feinkérnig 
GK. grobkérnig 
; schollig 

vakuolisiert 
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wonach die Schnitte eine Stunde der Einwirkung der Reagens ausgesetzt 
bleiben. Kontrastfarbung mit Safranin. 


Durch dieses Verfahren haben wir z. B. folgendes beobachtet: 


Kaninchen Nr. 9 (Ferpon). Leber und Milz. 


1. Nach Behandlung mit Kaliumferricyanid (Blaufarbung bedeutet 
also Ferroeisen) begegneten wir in den Leberzellen: keine Reaktion, in 
den Kupffer-Zellen: wenige Zellen sind schwach diffus blau, in der Milz: 
keine Reaktion. 


2. Nach Behandlung mit Kaliumferrocyanid (Blaufirbung bedeutet 
also Ferrieisen) begegneten wir in den Leberzellen: keine Reaktion, in den 
Kupffer-Zellen: viele Zellen sind blau, teils diffuse Grundfarbe, teils blaue 
Kérner, in der Milz: zahlreiche Reticulumzellen sind stark blau, sowoh! 
diffus als grobkérnig. 

Etwaige aus diesem Ergebnis mit Bezug auf die Oxydationsstufe 
des vorgefundenen Eisens zu ziehende SchluBfolgerungen mii®ten 
darauf hinausgehen, daB die Milz ausschlieBlich Fe™, die Leber dahin- 
gegen hauptsichlich Fe™, nebenbei aber ein wenig Fe™ enthiilt. 


Dieser Befund ist somit mit den Analysenergebnissen von Starken- 
stein nicht durchaus unvereinbar. Weit schwieriger erklarlich ist aber die 
Tatsache, daB wir in den Organen unserer Ferrolactattiere eine erhebliche 
Eisenablagerung vorfinden mégen, und zwar weil ja das aktive Fe™ 
ohne Ablagerung in den Organen im Blute zirkulieren soll. Selbst nach 
einer Oxydierung im Organismus bis Fe™ wird namlich laut Starken- 
stein dieses Eisen lange in echter Lésung zirkulieren. 


Es muB als Tatsache erachtet werden, daB im lebenden Organismus 
eine ununterbrochen wechselnde Oxydation und Reduktion von Eisen 
stattfindet; unangesehen aber, ob das Eisen zwei- oder dreiwertig ist, 
muB8s angenommen werden, daf dasselbe eine mannigfaltige Variation 
noch unerforschter Komplexe eingeht, die von der Bildung unlis- 
licher Verbindungen (z. B. Ferrihydroxyd) begleitet werden mag; 
letztere kénnen entweder als kolloide Lésung oder aber im gefallten 
Zustande vorhanden sein. Bei der Anschauung des _histochemisch 
nachweisbaren Eisens in den Zellen liegt der Gedanke nahe, daB das 
diffus durchtrinkte Cytoplasma eine Eisenverbindung ganz anderer 
Léslichkeitsstufe enthalt, als diejenige der kérnigen Ablagerung; vieles 
méchte darauf hindeuten, daB die in den Zellen beobachteten kérnigen 
Ablagerungen in der Tat gefalltes Ferrihydroxyd darstellen. 


Ob die Parenchymzellen irgend eines Organs eisenaufnahmefahig 
sind oder nicht, ob die Aufnahme schnell oder langsam erfolgt, und ob 
die Beschaffenheit der Ablagerung diffus oder figuriert wird, beruht 
schlieBlich alles auf der Wechselwirkung zwischen dem physikalisch- 
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chemischen Charakter der betreffenden Eisenverbindung und denjenigen 
Kraften, die fiir die vitalen Eigenschaften der betreffenden Zellen maB- 
gebend sind. Unseres Erachtens diirfte es gleichzeitig das einfachste 
sein, den Begriff ,,aktives—inaktives’‘ Eisen als den Ausdruck eines 
lonisierungsgrades aufzufassen. Hieraus ergibt sich — wie durch unsere 
Versuche nachgewiesen —, da das Bild der histochemisch nachweisbaren 
Eisenablagerungen je nach der Art der injizierten Eisenverbindung 
ein verschiedenes ist. 


Zusammenfassung. 


I. Das histochemisch nachweisbare Eisen ist in zwei Grundformen 
vorhanden, die oft nebeneinander in den Zellen angetroffen werden 
mégen: das diffuse und das kérnig abgelagerte Eisen. Letzteres stellt 
méglicherweise gefalltes Ferrihydroxyd dar. 


Falls sich die histochemische Eisenreaktion (T'urnbull-Reaktion) in 
einem Gewebe als negativ herausstellt, ist dies entweder darauf zuriick- 
zufiihren, 1. daB die absoluten Eisenmengen derart minimal sind, daB 
die Ablagerungen entweder submikroskopisch werden oder ganz aus- 
bleiben; oder 2. daB das Eisen entweder in einer zu festen Komplex- 
bindung gebunden, oder aber in Gestalt sehr schwer léslicher 
Verbindungen in kolloider Lésung vorhanden ist; in beiden Fallen 
muB die molare Ferro- bzw. Ferriionkonzentration derart schwach sein, 
daB Ly,g (bzw. Ly,,g,) durch Behandlung mit (NH,),8 nicht iiber- 
schritten wird. 


II. Wiederholte intravenése Injektionen von Eisenverbindungen 
an Kaninchen haben bei 7'urnbull-Reaktion gezeigt: 1. dab die Ferrosalze 
in nur verhaltnismaBig geringfiigigen Mengen in den Leberzellen, in 
etwas héheren Mengen in den Kupfferschen Zelleu und in den Makro- 
phagen der Milz, praktisch gesprochen dagegen niemals in der Niere, 
insbesondere niemals in den Nierenkanalchen, abgelagert werden; 
2. daB die kolloiden Eisenverbindungen in dem reticulo-endothelialen 
System gespeichert werden, d. h. niemals in den Leberzellen, sondern 
hochgradig in den Kupfferschen Zellen und in den Makrophagen der 
Milz, sowie im Knochenmark; innerhalb der Niere zeigen sich massive 
Ablagerungen in Glomeruli und — nach Verlauf einiger Zeit — in Tubuli 
contorti I; des weiteren im Endothel intertubularer Raume; 3. daB die _ 
komplexen Eisensalze (Natriumferricitrat) reichlich in den Leberzellen, 
nur in ganz geringfiigigen Mengen aber in den Kupfferschen Zellen 
abgelagert werden; in der Milz und im Knochenmark ist keine sichere 
Speicherung erkennbar; in den Nierenglomeruli ist niemals Ablagerung 
wahrgenommen worden, dagegen werden in Gruppen der Nieren- 
kanalchen erhebliche Eisenmengen abgelagert. Eine cytologische Unter- 
suchung der betreffenden Tubuli deckt die Anwesenheit von Zellen- 
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vergiftung auf. Natriumferro- und -ferricyanid fiihren nirgends histo- 
chemisch nachweisbare Eisenablagerung herbei. 


III. Mit Bezug auf die Aufnahme eines injizierten Stoffes im reticulo- 
endothelialen System gilt, daB die Art des betreffenden Stoffes, soweit 
ersichtlich, fiir die Aufnahme belanglos ist; vielmehr sind es die physikalisch- 
chemischen Verhaltnisse —- insbesondere der kolloide Zustand des 
Stoffes —. welche fiir dessen Aufnahme die ausschlaggebende Rolle 
spielen. Dementsprechend darf die Ablagerung kolloidaler Eisen- 
verbindungen (z. B. Eisenzucker) nicht mit der Ablagerungsweise des 
Eisens im allgemeinen identifiziert werden. 


IV. Die auf Grundlage der nach experimentaler Eingabe in der 
Niere nachgewiesenen Eisenablagerungen gezogenen renal-theoretischen 
Schliisse sind nicht stichhaltig, unter anderen, weil man unberiick- 
sichtigt gelassen hat, daB die verschiedenen Typen der Eisenverbin- 
dungen prinzipiell verschiedene Ablagerungen herbeifihren. 


V. Als Ergebnis unserer Erwigungen diirfte angenommen sein, 
daB fiir das gesamte Eisenproblem — ob die Parenchymzellen irgend 
eines Organs eisenaufnahmefahig sind oder nicht, ob die Aufnahme schnell! 
oder langsam erfolgt, und ob die Ablagerung sich als eine diffuse oder 
als eine figurierte gestaltet —, von den vitalen Eigenschaften der Zellen 
abgesehen, die physikalisch-chemische Struktur der betreffenden Eisen- 
verbindung maBbgebend ist. Der Begriff ,,aktives—inaktives Eisen 
mag einfach als Ausdruck eines Jonisierungsgrades aufgefaBt werden. 


Literatur. 


(Riicksichtlich der titbermaBig umfangreichen Eisenliteratur sind wir ge- 
zwungen, nur eine sehr beschrinkte Auswahl der diesbeziiglichen Literatur 
hier zu referieren.) 


“E. Starkenstein, Arch. f. exper. Pathol, u. Pharm. 118, 131, 1926. — 
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u. E. Haam, Zieglers Beitr. z. pathol. Anat. 74, 316, 1925. «- M. Miihlmann, 
Virchows Arch. 266, 697 bis 711, 1927. —e M. Miihimann und J. Seemel, 
ebendaselbst 269, 682 bis 689, 1928. -* W. Hueck, Zieglers Beitr. 54, 68, 1912. 
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Die alimentaire Blutzuckerkurve 
in Abhangigkeit von der Art des Zuckerpriparats. 


Von 


P. Niederhoff. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Ausgefithrt 
mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die alimentaire Glykamie ist in ihrem Verlauf von den mannig- 
fachsten Einfliissen abhingig; abgesehen von pharmakologischen und 
pathologischen Einwirkungen zeigt sie auch unter physiologischen 
Bedingungen deutliche Unterschiede: die Muskelarbeit, der Hunger- 
zustand, die vorausgegangene Diat machen sich bei ihr geltend. Ein 
besonderer Verlauf der Blutzuckerkurve kann aber auch unter den 
nachfolgenden Bedingungen auftreten, bei denen es sich nicht um che- 
misch verschiedene Zucker, sondern um Praparate ein und desselben 
Zuckers handelt, die eigentlich nur durch physikalische bzw. physi- 
kalisch-chemische Unterschiede ausgezeichnet sind. 

Bei den bisherigen Untersuchungen iiber die alimentaire Glykamie 
ist, soweit Traubenzucker hierbei verwandt ist, fiir gewéhnlich die 
kiaufliche Glucose verabreicht worden. Fiir einen Menschen in Ruhe 
und nach etwa l5stiindiger Niichternheit nimmt die Blutzuckerkurve 
nach Zufuhr von 20g derartiger Glucose ungefahr einen Verlauf, wie 
er von H. Staub in seiner Normalblutzuckerkurve aufgezeichnet ist. 
In der ersten halben Stunde erfolgt ein steiler Anstieg des Blutzucker- 
spiegels zu hyperglykamischen Werten von etwa 130°, der Niichtern- 
werte und bleibt auch noch wahrend der zweiten halben Stunde auf hyper- 
glykamischen Werten, um darauf in etwas weniger steilem Abstieg wieder 
auf das Ausgangsniveau abzusinken. Vielfach fallt die Kurve fiir kurze 
Zeit noch auf Werte, die tiefer als die Anfangsniichternbestimmunge 
liegen. GréBere Gaben von Zucker verlangern die Dauer und die Hohe 
der Hyperglykamie und bringen auch die nachfolgende Hypoglykamic 
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starker zum Ausdruck, wie H. K. Barrenscheen und A. Eisler gezeigt 
haben. 


In Ubereinstimmung hiermit steht auch bei vorliegenden Ex- 
perimenten die Blutzuckerkurve, wenn Glucose Kahlbaum reinst 
D. A. B.6 verabreicht wird, wie die gestrichelten Kurven in Abb. 1 
und 3 zeigen. Es kommt innerhalb der ersten Stunde zu hyper- 
glykamischen Werten, die allmahlich absinken, um nach 2", bis 3 Stunden 
wieder zur Norm zuriickzukehren. Anders verhilt sich aber die 
Blutzuckerkurve, wenn statt dessen ein Priiparat in Form eines durch 
langsame, bei gewohnlicher Temperatur aus wiisseriger Lisung aus- 
kristallisierten Kristallbreies von Glucose ohne Abtrennung der 
Mutterlauge verabreicht wird. Dann erhilt man Kurven, die von 
den eben geschilderten stark abweichen. Die ausgezogenen Kurven 
der Abbildungen veranschaulichen dies. 


Abb. 1 zeigt einen Versuch am Menschen, bei dem einerseits 
Glucosekristallbrei_ in einer 26g Trockensubstanz entsprechenden 
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Abb. 1. 
Glucosekristallbrei; ----- gewéhnliche Glucose. 


Menge verabreicht worden ist (ausgezogene Kurve), andererseits 30 g 
Glucose Kahlbaum D. A. B. 6 (gestrichelte Kurve); es zeigt sich nach 
Verabfolgung des Glucosekristallbreies eine starke Verflachung der 
Kurve, und was noch auffallender ist, eine Nachschwankung nach der 
hyperglykamischen Seite nach etwa 31, Stunden. Solche Nach- 
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schwankung, die bei diesem Versuch nur gering erscheint, ist fast 
regelmaBig und vielfach sehr stark beobachtet worden, besonders auch 
im Tierexperiment, wie sich aus Abb. 3 ergibt. 

Bei dem Versuch, der in Abb. 2 wiedergegeben ist, ist eine 
groBe Menge Glucosekristallbrei (enthaltend 60g Trockensubstanz) 
gegessen worden; die hyperglykamische Erhéhung ist trotzdem ver- 
haltnismaBig nur gering — allerdings war die erste Blutentnahme erst 
1 Stunde nach Beginn des Versuchs —, anschlieBend zeigt sich dann 
eine starke hypoglykamische Schwankung, die sich sogar im Befinden 
der Versuchsperson bemerkbar macht. Entsprechend der gréBeren 
Menge ist der ganze Verlauf des Versuchs in die Linge gezogen. 

Auch im Tierexperiment verhalten sich die entsprechenden Pri- 
parate aihnlich, wofiir Abb.3 ein Beispiel ist. Ein 16 kg schwerer 
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Abb. 3. 
,— Glucosekristalibrei; ----- gew6hnliche Glucose. 


Hund erhalt einerseits 30 g Glucose, Kahlbaum D. A. B. 6, andererseits 
frischen Glucosekristallbrei, entsprechend einer Menge von 25¢ 
Trockensubstanz. In ersterem Falle ergibt sich die gestrichelte, im 
zweiten Falle die ausgezogene Kurve. Abgesehen von dem langsameren 
Anstieg und dem friitheren Abfall fallt bei letzterem besonders die starke 
hyperglykamische Schwankung nach etwa 3 Stunden auf, die ganz im 
Gegensatz zu der ersten Kurve steht. 

Die Blutzuckeruntersuchung ist nach der Methode von Hagedorn- 
Jensen in Doppelbestimmungen ausgefiihrt worden. Unmittelbar vor 
der Verfiitterung der Zuckerpraparate wurde der Niichternwert des 
Blutzuckers bestimmt. 

Auf Einzelheiten beziiglich des Mechanismus der alimentaren 
Glykamie bei diesen Experimenten sei erst bei spiterer Gelegenheit 
eingegangen. 

Schwankungen im Verlauf der alimentiren Blutzuckerkurve sind 
bekannt und unter verschiedenen Bedingungen beobachtet worden. 
H. Staub hat Nachschwankungen unter dem EinfluB von Muskelarbeit 
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auftreten sehen und fiihrt sie auf Zuckertransport aus den Depots 
zu den Stellen des Verbrauchs wahrend der Arbeit zuriick. Nach voraus- 
gegangener minimaler Insulindosis tritt auch eine verstirkte hypo- 
glykamische Schwankung auf, auf die ja zuerst Falta aufmerksam 
gemacht hat, und die von F. Depisch und R. Hasenéhrl weiter untersucht 
ist. Auch unter gewodhnlichen Bedingungen werden Schwankungen 
beobachtet, so unter anderem von H. K. Barrenscheen und A. Eisler, die 
diesen Eigenarten besondere Beachtung geschenkt haben. Die Autoren 
haben bei einigen Individuen ganz regelmaBbig auch bei wiederholter 
Untersuchung eine zweite Zacke festgestellt ; sie sprechen infolgedessen 
von einer individuellen Eigentiimlichkeit, die sich auch bei Variierung 
der Zuckerdosis deutlich auspragt. Schwankungen in diesem AusmaB 
im Zusammenhang mit verschiedenen Zuckerpriparaten sind bisher 
nicht beobachtet worden. Da die Parallelversuche an demselben In- 
dividuum ausgefiihrt worden sind, kommen individuelle Eigentiimlich 
keiten nicht in Frage; auch die sonstigen Bedingungen sind genau 
dieselben. 

Der unterschiedliche Verlauf kann demnach nur durch die Ver- 
schiedenartigkeit der beiden Glucosepriiparate bedingt sein. Auf 
die Unterschiede, die ja wahrscheinlich molekular-struktureller Art 
sind und sich vielleicht nicht mit einer einfachen Formel ausdriicken 
lassen, méchte ich jetzt nicht im einzelnen eingehen, da meine Unter- 
suchungen! hieriiber noch nicht beendet sind. Nur so viel laBt sich 
sagew, daB vermutlich die Wasserbindung des Glucosemolekiils eine 
andere ist, was die Bildung einer verschiedenen Struktur wahrscheinlich 
macht. Hierfiir sprechen unter anderem die verschiedenen Absorptions- 
spektren im Ultraviolett, die die Praparate geben. 

DaB iiberhaupt Unterschiede vorliegen, davon kann man sich in 
einfacher Weise iiberzeugen, wenn man das Reduktionsvermégen der 
Praparate in alkalischer Lésung gegen Kupfersulfat unter ganz milden 
Bedingungen etwa bei Zimmertemperatur (18 bis 19°C) vergleicht. 
Dann reduziert die Lésung von Glucose-Kristallbrei schneller als die- 
jenige von gewéhnlicher wasserfreier bzw. wasserarmer Glucose. 


Die Verschiedenheit der beiden Glucosepraparate ist natiirlich 
auch fiir andere Fragen von Interesse. So z. B. fiir die Frage der Re- 
sorption, wie sie unter anderem von Heidenhain und Héber und auch 
von J. Nagano an stereoisomeren Zuckern studiert ist. Der verschiedene 
Verlauf scheint ja auch auf Unterschiede beziiglich der Resorption 
hinzuweisen, und die besondere Feinheit der Unterschiede zwischen 
den Praparaten kann zu einer weiteren Bereicherung dieser verwickelten 


1 Uber die Ergebnisse der interferometrischen Messung soll demnichst 
berichtet werden. 
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Frage fiihren. Vielleicht ergeben sich auch noch bei pathologischen 
Zustanden, wo die Frage des Wasserhaushalts klinisch im Vordergrund 
steht, wie z. B. beim Diabetes, aus solchen Wasser in verschiedener 
molekularer Bindung enthaltenden Priaparaten niitzliche Aufschliisse, 
wortiber spaterhin berichtet werden wird. 

Bei den Blutzuckeruntersuchungen, wie sie in den Kliniken an- 
gestellt werden, ist eine vergleichsweise Untersuchung von Zucker- 
praparaten auch bei den verschiedensten Zustanden woh] durchfiihrbar. 
Die Herstellung des Glucose-Kristallbreies macht allerdings gewisse 
Schwierigkeiten, weil die Kristallisation von ganz bestimmten Be- 
dingungen abhingig ist und verschieden verlaufen kann. So kann ja 
die Glucose sowohl als solche auskristallisieren als auch mit einem 
Mol. Kristallwasser. Es seien deshalb noch kurz einige Angaben iiber 
eine einfache Herstellung und die Versuchsausfiihrung gemacht. Gute, 
reine Glucose, z. B. Traubenzucker D. A. B.6 von Kahlbauwm, der 
zwecks Reinigung nochmals umkristallisiert werden kann, wird zu 
gleichen Teilen in Wasser bei erhéhter Temperatur, etwa 37°, gelést. 
Nachdem die Substanz vollstandig in Lésung gegangen ist (nach 
ungefahr 10 bis 14 Stunden, mehrmaliges Umriihren unterstiitzt den 
Vorgang), 1aBt man die Lésung noch einige Zeit (etwa 24 bis 36 Stunden) 
bei dieser Temperatur stehen und darauf die Glucose durch Stehen- 
lassen und Verdunsten des Lésungsmittels bei Zimmertemperatur 
(19° C) auskristallisieren, bis der gréBte Teil zu einer breiigen Masse 
erstarrt ist (etwa 2 bis 3 Tage). Die Kontrolluntersuchungen werden 
mit einer entsprechendgn Menge Trockensubstanz des urspriinglichen 
Materials, also z. B. Traubenzucker D. A. B.6 Kah!baum, ausgefiihrt, 
wobei der Zucker mit wenig Wasser zu einem Brei angeriihrt wird. 


Zusammenfassung. 


Bei peroraler Zufuhr frisch auskristallisierter, kristallwasserhaltiger 
Glucose im Zusammenhang mit der Mutterlauge und gewdéhnlicher 
wasserarmer bzw. wasserfreier Glucose kann man verschiedene Blut- 
zuckerkurven beobachten. Die Kurven des Glucose-Kristallbreies 
zeichnen sich gegeniiber den anderen durch eine gecingere Héhe bzw. 
Steilheit, besonders aber durch gréBere Nachschwankungen aus. 
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Bemerkung zu der Arbeit von E. Glimm und J. Isenbruch. 


Von 
G. Pfeiffer. 
(Institut fiir Tierphysiologie der Landw. Hochschule Bonn-Poppelsdorf.) 
(Eingegangen am 11. Mai 1929.) 


Im vorigen Jahre wurde von mir in zwei Berichten eine Jodbestimmung 
(1) (2) in organischen Produkten veréffentlicht ; diese Methode ist inzwischen 
an den verschiedensten Hochschulinstituten, wie auch in der Industrie 
in Gebrauch gekommen und unter anderem von dem bekannten Jod- 
chemiker K. Scharrer, Weihenstephan, eingehend gepriift und fiir gut 
befunden worden. 

Neuerdings fiihlen sich Glimm und Isenbruch (3) veranlaBt, an meiner 
Methode Abanderungen treffen zu miissen, die bei verstandnisvoller Uber- 
priifung und Durchfiihrung derselben zu treffen absolut nicht nétig waren, 
weil sie meine Methode bereits einschlieBt. Die von den Verfassern heraus- 
gebrachte ,,neue‘‘ Methode entspricht nunmehr nach ihren Angaben allen 
Anforderungen, die an quantitative Joduntersuchungen gestellt werden 
kénnen, und sie bieten somit endlich der Offentlichkeit eine Jodbestimmungs- 
methode an, die gerade fiir biologische Forschungen so sehnend erhofft 
wurde. 

Ich méchte Ccaher kurz zu den von Glimm und Isenbruch eingefiihrten 
Verbesserungen Stellung nehmen. 

Die bei meinem Perhydrol-Schwefelséure-AufschluB zur Zerstérung 
organischer Substanz angewandte Reaktionstemperatur erhéhen die Ver- 
fasser auf 230° mit dem Bemerken, daB meine mitgeteilte Temperatur von 
120° fiir den AufschluB zu niedrig sei, ohne sich bei ihrer angeblichen Ver- 
besserung tiber den Ort der Temperaturmessung im klaren zu sein. Wie 
von mir deutlich beschrieben, wurde die Temperatur von 120° in dem im 
Kolbenhals des Corleiskolbens eingesetzten Luftkiihler gemessen, womit 
also nur die Temperatur der Verbrennungsgase erfaBt wird, nicht die der 
AufschluBsaéure. Abgesehen davon, daB bei einem weiteren Steigen meiner 
angegebenen Temperatur die Schwefelséure auf dem Boden des AufschluB- 
gefaBes ins Sieden gerat, ist es an sich mehr wie gleichgiiltig, an welcher 
Stelle der Verlauf der Reaktion kontrolliert wird. Es diirfte wohl auch fiir 
jeden Analytiker nach einigem Nachdenken nicht schwer zu verstehen sein, 
daB erhebliche Temperaturdifferenzen zwischen einer Messung in der 
erhitzten (nicht siedenden) Schwefelsdiure auf dem Kolbenboden und den 
Verbrennungsgasen, in einem nach der Atmosphire hin offenem Einsatz- 
stiick im Kolbenhals, bestehen. 
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Wie in einem 120° heiBen Kolbenhals jodhaltiges Kondenswasser 
hangen bleiben soll, ist mir nicht verstaéndlich. Die erste angeblich ge- 
troffene Verbesserung war also bei sinngemaBer Ausfithrung meiner Methode 
gar nicht zu treffen, denn sie war der Methode bereits eigen. 

Somit diirfte auch die weitere Kritik nicht mehr haltbar sein, daB bei 
meiner Verbrennung nicht sémtliches Jod in Freiheit gesetzt wird. 

Das angebliche schwache Luftdurchdriicken durch die Apparatur, 
von dem in meinen Abhandlungen absolut keine Rede ist, wird als weiter 
Verbesserung von Glimm und Isenbruch durch starkes Luftdurchspiilen 
ersetzt; weiterhin wird noch das Freimachen eines Luftstromes von Jod, 
durch zwei Absorptionsflaschen mit Lauge, statt durch eine, als wertvolle 
Neuheit mitgeteilt. 

Die Ansicht der Verfasser, daB Jod und Jodwasserstoff beim Durch- 
leiten durch Absorptionsflaschen mit KOH, deren Eintrittsrohre verjiingt 
sind, nicht quantitativ erfolgt, ist irrig; wir absorbieren bei sehr jodreichem 
Schilddriisenmaterial 98° des Jodes in der ersten Flasche. 

Auch daBg von den Forschern kein kontinuierliches Zutropfen des 
Perhydrols in das in Betrieb befindliche AufschluBgeféB erreicht wird 
ohne zu saugen, hatte eine einfache Uberlegung auszuschalten vermocht. 
Man braucht nur die Fliissigkeitssiule im Perhydrol-Tropftrichter so weit 
zu vergréBern, daB der Druck dieser Fiiissigkeitssiule den Druck der Ab- 
sorptionsvorlage iibertrifft; aus diesem Grunde zeigt meine Abbildung 
einen schmalen und hohen Tropftrichter fiir den Fall, daB eine ungeiibte 
Hand durch Wegnahme der Flamme unter dem AufschluBkolben in dem- 
selben kein Vakuum erreichen kann. 

Noch eine ,,grundlegende“‘ Verbesserung geben Glimm und Isenbruch 
an; sie vergr6éBern die zum Aufschlu8B verwendete Schwefelsiuremenge. 
Die zu verwendende Schwefelsiuremenge wurde von mir nicht angegeben, 
weil dieselbe sich nach dem Quantum der zu zerstérenden Substanz richtet 
und dies jeder Chemiker schon rein gefiihlsmaBig in richtigen AusmaBen 
anwenden wird. 

Auch die GréBe des von mir angegebenen Corleiskolbens wird von den 
Forschern korrigiert. Fiir einen Fachmann diirfte es aber wohl selbst- 
verstandlich sein, daB, wenn meine Angabe fiir eine Verbrennung von 120 g 
frischem tierischem Material einen Kolben von 1,5 Liter als geniigend 
groB vorschlagt, es bei weniger groBen Substanzmengen vorteilhaft ist, 
ein entsprechend kleineres GefiB zu verwenden, wie wir es auch jeweils 
gebrauchen. 

Meine vorgeschlagene Abscheidung der beim AufschluB iiberdestillie- 
renden Fettséuren, die ich bei fettreichem Material, durch Dazwischen- 
schalten eines Kondensors vornehme, wird von Glimm und Isenbruch als 
eine Vorlage erkannt, obwohl dieselbe bildlich illustriert ist. Mit seiner 
Anwendung wird von ihnen die Méglichkeit eines Jodverlustes behauptet, 
ohne es zu beweisen. 

Das Entfernen dieser Fettséuren aus den eingedampften jodhaltigen 
Vorlagen nehmen Glimm und Isenbruch als ,,exakte Verbesserung® in der 
Weise vor, da®B sie die Fettsaéuren durch Erhitzen auf dunkelrote Glut 
beseitigen, obwohl sie bei der Jodbestimmung nach von Fellenberg die 
Fliichtigkeit des Jodkaliums in dem fein verteilten Zustand, in dem es 
wahrend der Veraschungen vorliegt, als eine unerwartet hohe finden. 
Verfasser verfallen damit wieder in die von unserer Seite neuerdings ganz 
auszuschalten versuchte offene Verbrennung und wissen anscheinend nicht, 
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daB gerade Fettséuren bzw. Seifen die am schwersten zu verbrennenden 
organischen Substanzen sind. 

Verbrennt man die Trockensubstanz von 150 bis 200 ccm frischer Milch, 
mit welchen Mengen wir arbeiten, und beseitigt die Fettsiuren aus den 
eingedampften Vorlagen durch schwaches Gliihen, so sind Jodverluste 
unvermeidlich. 

Bei dieser Gelegenheit méchte ich auch auf den von W. Roman (4) 
erhobenen Einwand erwidern, der angibt, daB die saure AufschluBmethode 
wegen des groBen Volumens des Destillates bei kleinen Jodmengen fiir eine 
Titration nicht geeignet ist. Roman ist es wohl nicht gelaufig, daB Jodkali 
alkoholléslich ist und aus dem eingedampften Destillat extrahiert werdcn 
kann. Aus diesem Extrakt kann mit einiger Ubung titrimetrisch wie kolori- 
metrisch das Jod auf das genaueste bestimmt werden. 

Die Zuverlassigkeit unserer Methode wurde auch von uns in gleicher 
Weise, wie Glimm und Isenbruch angeben, in Zuckerproben mit zugesetztem 
bekanntem Jodgehalt nachgepriift. Wir konnten dabei keine Differenzen 
zwischen zugegebenen und gefundenen Jodwerten konstatieren- 


In der Milch finden wir durchschnittlich : 

In Ziegenkolostrum . . . . . 180 bis 210 y in 1 Liter 
+» Normalmilch. .....-. @4bis @Oy,, 1 ,, 
» Schweinekolostrum . .. . 170 Ts Ss 
;» Schweinenormalmilch . . . 50 pe ged 


9 


Die von Glimm und Isenbruch angefiihrten Verbesserungen dndern 
an dem Wesen meiner Jodbestimmungsmethode nichts, sie versuchen 
nur, bereits bekanntes zu modifizieren. Auch haben die beiden Autoren 
ganz ungewollt und unbeabsichtigt durch ihre Untersuchungen die Giite 


und Brauchbarkeit meiner Methode fiir biologische Zwecke nur bestatigt. 


ry 
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Uber das Butteraroma. 


Von 
C.B. van Niel, A. J. Kluyver und H. G, Derx. 


{Aus den Laboratorien fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschule in 
Delft und der Olfabriken Calvé-Delft (Holland)]. 


(Eingegangen am 11. Mai 1929.) 


1. Uhersicht der Literatur. 

Seitdem die wichtige Rolle der Mikroorganismen bei der Siuerung 
von Milch und Rahm dank den grundlegenden Arbeiten Pasteurs 
festgestellt worden ist, hat man wiederholt versucht, sich eine Vor- 
stellung zu schaffen von der Bedeutung, welche den Bakterien fiir die 
Aromabildung bei diesem ProzeB zugeschrieben werden mu. Dies 
um so mehr, als gerade die mannigfachen, so sehr auseinandergehenden 
Diifte, welche Butter anhaften bleiben, einen wichtigen Faktor bei 
der Qualitatsbestimmung bilden. Natiirlich beschaftigte man sich 
an erster Stelle mit der Frage, inwieweit es gelingen wiirde, mit Hilfe 
von Reinkulturen genau bestimmter Mikrobenarten ein spezifisches 
Aroma der Butter hervorzubringen. 


Im nachfolgenden wollen wir uns nur beschranken auf die Unter- 
suchungen beziiglich des fast undefinierbaren Aromas, welches einer 
anerkannt guten Butter eigen ist. Die anfanglichen Arbeiten auf diesem 
Gebiete erscheinen jetzt von wesentlich untergeordneter Bedeutung: 
es wurden zwar manche Bakterien- und Hefearten isoliert und be- 
schrieben, welche in Milch, Rahm oder Butter einen bestimmten Geruch 
(in den weitaus meisten Fallen als ,,esterartig** angedeutet) erzeugen, 
fiir die technische Butterbereitung haben die wirklichen Reinkulturen 
sich jedoch als ungeeignet erwiesen. 

Im Jahre 1919 wurden aber fast gleichzeitig von vier verschiedenen 
Autoren Bakterienarten beschrieben, welche in dieser Hinsicht als Aus- 
nahmen betrachtet werden miissen. DaBS die Anwendung von Kulturen 
dieser Bakterienarten in der Praxis der Butterfabrikation auch jetzt noch 
nicht allgemein Eingang gefunden haben diirfte, wird wohl seine Erklarung 
darin finden, daB bei der Selektion der Bakterienstaémme ein so subjektiver 
Begriff wie der angenehme Geruch als Richtschnur dienen muB, wozu 
noch kommt, da®8 angeblich die beziiglichen aromabildenden Bakterien 
die Eigenschaft der Aromabildung aus noch véllig ungeklarten Griinden 
leicht einbiiBen. 
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Von den Bakterienarten, auf welche hier oben hingedeutet wurde, 
ist die wohl am besten bekannte der Stamm Nr. 18 von Storch, welcher vom 
hervorragenden danischen Molkereibakteriologen S. Orla Jensen in seinen 
ausgezeichneten Studien tiber die Milchséurebakterien! den Namen Strepto- 
coccus cremoris erhielt. Obgleich unverkennbar eine enge Verwandtschaft 
zwischen Str. cremoris und der schon seit Pasteur bekannten, von Lister 
Str. lactis benannten Bakterienart besteht, hat Orla Jensen doch die erst- 
genannte als eine selbstandige Art aufgefaBt, weil nur diese durch die Bildung 
des typischen Butteraromas gekennzeichnet ist: ,,I[ have thus named the 
lactic acid bacteria first studied by Storch, which, owing to its aroma 
formation has become generally used for souring cream in the manufacture 
of butter ?.* 

Die weiteren Ausfiihrungen Orla Jensens, insbesondere auch die vor- 
ziiglichen photographischen Abbildungen, zeigen deutlich, daB auch in 
morphologischer Hinsicht ein gewisser Unterschied zwischen Str. cremoris 
und Str. lactis beobachtet werden kann, denn die erstgenannte Art bildet 
chains, often of considerable length, at optimal temperature, both in milk 
and broth. The more powerful the bacteria, the thicker —- and generally 
also longer — are the chains*“*, wahrend Str. lactis unter diesen Umstanden 
appears as a diplococcus, or in very short chains ‘.“ 

Es ist schwer zu entscheiden, ob neben dem schon genannten Unter- 
schied in der Aromabildung, auch noch andere biochemische Unterschiede 
zwischen Str. cremoris und Str. lactis festzustellen sind. Es mége hier 
nur bemerkt werden, daB Orla Jensen sich in der obengenannten Arbeit 
in dieser Richtung nicht ganz deutlich ausspricht. Wenn es Unterschiede 
in dieser Beziehung gabe, so kann man als solche vielleicht die bessere 
Vergarbarkeit der Maltose durch Str. lactis und die im Vergleich zu Str. 
lactis etwas stirkere Kohlenséiureproduktion durch Str. cremoris bezeichnen °. 

Obgleich also die von Storch und Orla Jensen studierte Gruppe von 
Aromabildnern zweifellos fiir die Butterbereitung von gréBter Bedeutung* 
ist, so sind wir doch iiber die chemischen Leistungen dieser Bakterien, 
speziell im Zusammenhang mit der wichtigen Frage iiber die Entstehungs- 
weise des wertvollen Aromas, noch ganz im unklaren. Die anderen Ver- 
éffentlichungen, auf die oben schon hingedeutet wurde, geben uns ebenfalls 
nur diirftige Auskiinfte iiber dieses Problem. 

So berichten Boekhout und Ott de Vries® iiber Aromabildner, welche 
ihres Erachtens eine gewisse Bedeutung fiir die Rahmsiuerung habén wiirden. 
Diese Bakterien sind dadurch charakterisiert, daB sie bei Aussaat einer 
Kultur eines, guten Séureweckers auf Molkengelatine erst nach laingerer 
Zeit auf den Platten aufzufinden sind in Form von sehr kleinen Kolonien, 
welche allerdings gréBer werden kénnen, wenn andere Milchséurebakterien 
zu gleicher Zeit auf der Kulturplatte auftreten. Das mikroskopische Bild 


1 S. Orla Jensen, The lactic acid bacteria. D. Kgl. Danske Vidensk. 
Selskskrifter, naturv. og mathematisk. Afd., 8, Raekke V. 2 ,1919. 

2 1.c. §. 132. 

3 l.c.c. 8. 134. 

4}.¢. 8. 132. 

5 Bei der rezenten Untersuchung von Hucker konnte ein derartiger 
Unterschied in Kohlenséureproduktion jedoch nicht festgestellt werden. 
Vgl. G. J. Hucker, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., 77, 145, 1929. 

° F. W. J. Boekhout und J. J. Ott de Vries, ebendaselbst 49, 373, 1919. 
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14Bt hauptsaichlich kurze Streptokokken erkennen. Ein sehr auffalliges 
Verhalten wurde von den beiden Forschern beobachtet, wenn eine Kultur 
dieser Aromabildner in Milch, Molken oder Fleischbrithe mit 1°% Pepton 
und 5% Lactose geimpft wurde. In diesem Falle konnte namlich fest- 
gestellt werden, daB eine Zuckerbestimmung mittels Fehlingscher Lésung 
nach einiger Zeit gréBere Werte ergab als die urspriingliche Fliissigkeit, 
was von den Autoren wahrscheinlich mit Recht erklart wird durch die 
Annahme, da diese Bakterien den Milchzucker invertieren. AuBer in 
Fleischwasserpeptonlactose wurde in den genannten Medien nur sehr wenig 
Saure gebildet, welche zum Teil als Essigséure identifiziert werden konnte. 

Eine Reinkultur dieser Bakterien verleiht jedoch weder den Molken 
noch der Milch das typische Butteraroma, dieses tritt nur dann auf, wenn 
gleichzeitig eine kraftig siurebildende Kultur anderer Milchséurebakterien 
anwesend ist, oder aber wenn diese spaiter hinzugefiigt wird, nachdem also 
die Aromabakterien sich bereits entwickelt haben. Da8B nicht die Produkte, 
welche bei der Inversion des Milchzuckers entstehen, den starken Saure- 
bildnern zu einer Aromabildung veranlassen, wurde dadurch nachgewiesen, 
daB das Aroma nicht auftritt, wenn Reinkulturen der letztgenannten 
Bakterienarten in Milch mit Zufiigung von Dextrose oder Galaktose, oder 
auch einer Mischung dieser beiden Zuckerarten geimpft wurde. Weiter 
konnte das Aroma nicht festgestellt werden, wenn Milch, zuniéchst mit 
einer Reinkultur eines Milchséurebakteriums geimpft und nach erfolgter 
Saurekoagulation wahrend kurzer Zeit aufgekocht, mit dem Aromabildner 
geimpft wurde, wohl aber, wenn die Reihenfolge umgekehrt, also das Milch- 
séurebakterium nach erfolgter Entwicklung des Aromabildners und dessen 
Abtétung, in die Milch eingeimpft wurde. Im Falle, wo beide Bakterien- 
arten gleichzeitig zur Verwendung kamen, wurde auBerdem eine erhdéhte 
Produktion fliichtiger Sauren festgestellt. 

Die Autoren haben zwar eine ziemlich ausfiihrliche Beschreibung der 
von ihnen isolierten Bakterien gegeben, unterlieBen aber auf der anderen 
Seite jegliche Andeutungen, welche systematische Stellung den neuen 
Aromabildnern zugeschrieben werden mu8B. Doch ist es kaum zu bezweifeln, 
daB diese Bakterien zu der natiirlichen Gruppe der Milchséurebakterien 
gerechnet werden kénnen, und dies schon aus dem Grunde, daB sie bei 
mikroskopischer Betrachtung als Streptokokken erscheinen. Wir brauchen 
hier nur Orla Jensens Ausspruch zu wiederholen, gegen den auch jetzt 
noch keine einzige Ausnahme spricht: ,,...we have hitherto never met 
with any streptococcus which has not turned out to be a lactic acid 
bacterium .. .“‘!. 

In demselben Jahre, in dem die Veréffentlichungen Storchs, Orla 
Jensens und Boekhouts und de Vries’ erschienen, fing nun auch noch Hammer 
an, tiber die Resultate der von ihm und seinen Mitarbeitern angestellten 
Versuche zu berichten?. Diese Resultate sind zum Teil Bestatigungen, 





1 §.Orla Jensen, A. D.Orla Jensen and B.Spur, Journ. of Bact. 
12, 334, 1926. 

2 B.W.Hammer and D. E. Bailey, Agric. Exper. St. Iowa State 
Coll. of Agric. and Medic. arts, Research Bull. 55 (September 1919); 
B. W. Hammer, ebendaselbst 68 (Oktober 1920); Derselbe, ebendaselbst 
65 (November 1920); W. A. Cordes and B. W. Hammer, ebendaselbst 66 
(Juli 1921); B. W. Hammer, ebendaselbst 67 (Juli 1921); B. W. Hammer 
and M. P. Paker, ebendaselbst 81 (Juli 1923).; vgl. auch B. W. Hammer, 
Dairy Bacteriology. New York 1928. 
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zum Teil auch wichtige Ergainzungen derjenigen von Storch und von Boekhout 
und Ott de Vries. Zusammenfassend kann man sagen, dai Hammer und 
Mitarbeiter den Beweis lieferten, daB in guten Séureweckern neben Rassen 
von Str. lactis auch Bakterien vorkommen, welche die gré{8t denkbare 
Ubereinstimmung aufweisen mit den Aromabildnern Boekhouts und Ott 
de Vries’. Von diesen Stémmen wurde weiter festgestellt, daB sie, im 
Gegensatz zu den gewéhnlichen Str. lactis-Stémmen das Vermégen besitzen, 
Zitronenséure bis zu einem gewissen Grade unter Bildung von fliichtigen 
Saéuren zu vergiéiren, weshalb diese Staémme als Str. citrovorus und Str. 
paracitrovorus benannt wurden. Da®B von diesen Bakterien das erwiinschte 
Butteraroma wiaihrend der Rahmsadurung gebildet wird, wurde dadurch 
nachgewiesen, da8 Butter, welche unter gleichzeitiger Zufiigung von Rein- 
kulturen dieser Stamme bereitet wurde, von einem ,,experienced butter 
judge“ jedesmal besser beurteilt wurde als Butter, welche ohne Mithilfe 
dieser Arten bereitet worden war. Eine Zufiigung geringer Mengen (0,2°,) 
Zitronenséure zu dem Rahm lieferte stets eine bessere Butter, als Rahm, 
welcher dieser Zufiigung entbehrt hatte. Hammer und seine Mitarbeiter 
studierten eingehend die Bildung der fliichtigen Fettsiuren und sie konnten 
in Ubereinstimmung mit Boekhout und Ott de Vries nachweisen, daB von 
Mischkulturen, aus Sir. lactis und Str. citrovorus oder Str. paracitrovorus 
bestehend, mehr fliichtige Saure gebildet wird als von Reinkulturen einer 
dieser Arten. Wie schon bemerkt, wurde die Menge der gebildeten fliichtigen 
Séuren durch Zugabe kleiner Mengen Zitronenséiure bedeutend erhéht. 
Es scheint also ein gewisser Zusammenhang zwischen der Bildung 
fliichtiger Fettsiéuren und derjenigen des Aromas zu bestehen. Aber 
iiber die Entstehungsweise und die chemische Natur der eigentlichen 
aromatischen Substanz sagen auch diese bedeutenden Vérsuche weiter 
nichts aus. 


Weiter sei hier noch auf die Arbeit von S. Orla Jensen, A. D. Orla Jensen 
und B. Spur hingewiesen!. In dieser Abhandlung wurden vergleichende 
Untersuchungen iiber Str. cremoris, Str. citrovorus und Str. paracitrovorus 
beschrieben, welche zu der Auffassung fiihrten, daB die beiden letzt- 
genannten Arten vielleicht als degenerierte Str. cremoris-Stamme zu 
betrachten waren. Angesichts der Tatsache, daB in Kulturen geringe 
Mengen inaktive Milchséure gefunden werden konnten, sprechen Verfasser 
jedoch andererseits die Ansicht aus, da die Aromabildner eine gewisse 
Verwandtschaft mit den Betacoccus-Arten besitzen diirften. Auch die 
schon erwahnte Bildung geringer Mengen Kohlenséure spricht zugunsten 
dieser Auffassung ®. 


Aber zudem geht aus diesen Versuchen hervor, daB das Wachstum 
der Aromabakterien in Milch stark geférdert wird durch die Zufiigung 
geringer Mengen Hefenextrakt. Wir méchten in dieser Beziehung an eine 
alte Veréffentlichung Burris* erinnern, welcher Forscher einen gleichartigen 


1 §. Orla Jensen, A. D. Orla Jensen-and B. Spur, Journ. Bact. 12, 333, 
1926; Dieselben, Le Lait 6, 161, 1926. 

2 Die Richtigkeit dieser Ansicht wird bestétigt durch die so- 
eben erschienene Arbeit von S. Knudsen und A. Sérensen, Royal 
Veterinary and Agricultural College, Copenhagen Yearbook 1929 (Sonder- 
abdruck). 

3 R. Burri, Centralbl. f. Bact. II, 4, 608, 1898. 
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stimulierenden Einflu8 von geringen Mengen Pepton auf die Entwicklung 
und Saureproduktion eines von ihm aus Kase isolierten Milchséure- 
bakteriums, das in Magermilch nur kiimmerliches Wachstum hervorrief, 
nachwies. Wahrscheinlich bediirfen die Milchséurebakterien mehr als 
irgend eine andere Gruppe von Mikroorganismen eine groBe Anzahl bereits 
praformierte zusammengesetzte organische Stickstoffverbindungen. Diese 
Tatsachen geben nun eine ungezwungene Erklarung fiir das Verhalten 
der Aromabildner in Mischkulturen, wie dies aus den schon besprochenen 
Versuchen von Boekhout und Ott de Vries und von Hammer und Mit- 
arbeitern hervorgeht. Denn aus der sehr ausgiebigen Literatur iiber 
die EiweiS8spaltung durch Milchséurebakterien ist ersichtlich, daB die 
meisten hierzu gehérigen Arten imstande sind, mehr oder weniger 
tiefgreifende Umsetzungen dieser komplexen Verbindungen herbeizu- 
fiihren. Diese Spaltungsprodukte werden nun aller Wahrscheinlichkeit 
nach den gleichzeitig in guten Saéureweckern anwesenden Aromabildnern 
zugute kommen, wodurch die Entwicklung der letztgenannten in 
giinstigem Sinne beeinfluBt wird. 


Hiermit kénnen wir diese Literaturiibersicht abschlieBen und 
fassen im nachfolgenden die wichtigsten Ergebnisse noch einmal zu- 
sammen. 


Von verschiedenen Forschern wurden im Jahre 1919 eine Anzahl 
Aromabildner beschrieben, welche als zu der natiirlichen Gruppe der 
Milchsaurebakterien gehérig zu rechnen sind. Obgleich zwischen den 
verschiedenen Stimmen gréBere oder geringere Unterschiede fest- 
gestellt worden sind, so stimmen sie doch alle darin iiberein, daB es 
mit Hilfe dieser Bakterien gelingt, ein typisches Butteraroma wahrend 
der Rahmsiuerung zu gewinnen. Angesichts der Tatsache, daB das 
Butteraroma bis zu dieser Zeit nicht naher definierbar ist, weil seine 
chemische Natur noch immer unbekannt blieb und also die Beurteilung 
des Aromas lediglich einen subjektiven Charakter tragt, ist es jedoch 
schwer, einen guten Saurewecker herzustellen, zumal weil die Aroma- 
bakterien ihre wertvolle Eigenschaft nach einiger Zeit einzubiiBen 
scheinen. 


2. Die Veranlassung zu den angestellten Untersuchungen. 


Gelegentlich der Untersuchungen iiber die Gruppe der Propion- 
siurebakterien des Einen von uns (v. V.), wurde Anfang September 1926 
die Beobachtung gemacht, daB eine Reinkultur eines zu dieser Gruppe 
gehérigen Bakteriums, auf einer Hefendekokt-Dextrose-Kreide-Agar- 
platte gewachsen, einen sehr bemerkenswerten Geruch verbreitete. 
welcher den einer hocharomatischen Butter auBerst ahnlich war. Wir 
haben uns daher die Frage vorgelegt, ob es nicht méglich sein wiirde. 
die chemische Natur des Aromas aufzudecken, weil wir schon damals 
durch die angestellten Untersuchungen iiber die biochemischen Lei- 
stungen der Propionsiurebakterien die meisten Produkte der Dextrose 
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vergarung zu kennen meinten!. Nun bestand beziiglich der Aromabildung 
ein auffallender Unterschied zwischen den verschiedenen Stimmen: 
wahrend z. B. die Stémme Nr. 13 und 14 den durchaus charakteristischen 
Geruch produzierten, konnte an den Platten, welche z. B. mit den 
Stammen 7 und 11 geimpft waren, kein bemerkenswertes Aroma fest- 
gestellt werden. Beziiglich der Stoffwechselprodukte der Stimme 13 
und 14 auf der einen und derjenigen der Stémme 7 und 11 auf der 
anderen Seite, hatte sich kurz zuvor ein geringer Unterschied feststellen 
lassen, welcher darin bestand, daB offenbar die erstgenannten im Gegen- 
satz zu den letztgenannten Stammen aus Dextrose mehr oder weniger 
ansehnliche Mengen Acetylmethylearbinol bilden. Es drangte sich 
also selbstverstindlich die Vermutung auf, da das Acetylmethyl- 
earbinol vielleicht in irgend einer Beziehung mit dem typischen Aroma 
stehen kénnte. ; 


Zur Priifung dieser Méglichkeit schien es an erster Stelle angebracht, 
eine Untersuchung von Butter und, Buttermilch auf das eventuelle 
Vorkommen von Acetylmethylearbinol vorzunehmen. Und zwar sollte 
dabei speziell versucht werden, festzustellen, inwieweit méglicherweise 
eine Korrelation vorlag zwischen dem Vorkommen des Acetylmethy]- 
carbinols und den aromatischen Qualititen der gepriiften Ware. Uber 
das Ergebnis dieser Versuche wird im niichsten Abschnitt berichtet 
werden. 


8. Untersuchungen iiber das Vorkommen von Acetylmethylearbinol in Butter 
und Buttermilch. 


Die Priifung auf Anwesenheit von Acetylmethylearbinol in Butter 
und Buttermilch geschah immer nach der urspriinglich von Lemoigne 
angegebenen Methode in der von Einem von uns etwas abgeinderten 
Ausfiihrung?. Hierzu wurde eine Menge von 50g Butter oder 
Buttermilch nach Zusatz von 50ccm 20°, iger Ferrichloridlésung 
mit gréBter Sorgfalt langsam destilliert. Das Destillat wurde auf- 
gefangen auf einer Lésung des Diacetylreagenzes, bestehend aus 2 ccm 
20°, iger Natriumacetatlésung, 2cem 20°,iger neutraler Hydroxy]l- 
aminchloridlésung und 1 cem 10°, iger Nickelchloridlésung. Die An- 
wesenheit von Acetylmethylcarbinol verrat sich durch die allmihliche 
Bildung der typischen dichroitischen Nadeln des Nickeldimethyl- 
glyoxims zuerst in der Grenzschicht des Destillats und des Reagenzes. 
Schon auBerst kleine Mengen der gesuchten Substanz kénnen auf diese 


1 Man vergleiche: C. B. van Niel, The Propionic Acid Bacteria. Delft 
1928. 
2 C. B. van Niel, diese Zeitschr. 187, 472, 1927. 
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Weise nachgewiesen werden, wenn man die Beurteilungen der Reaktion 
nicht zu schnell vornimmt, am besten nach etwa 24 Stunden, wihrend 
welcher Zeit man die Behalter ruhig sich selbst tiberlaBt. Es sei hier 
ausdriicklich bemerkt, daB alle als positiv angegebenen Reaktionen 
mikroskopisch auf die Anwesenheit der typischen roten Nadeln kon- 
trolliert wurden. 


Die Lemoignesche Reaktion beruht auf der oxydativen Uber- 
fiihrung des Acetylmethylearbinols in Diacetyl durch das zugefiigte 
Ferrichlorid, wobei das Diacetyl iiberdestilliert wird und mit den 
genannten Reagenzien das Nickeldimethylglyoxim bildet. Um daher 
mit Hilfe dieser Reaktion mit Sicherheit auf das Vorkommen von 
Acetylmethylearbinol schlieBen zu kénnen, ist es notwendig, gleichzeitig 
eine Priifung auf das eventuelle Vorkommen von Diacetyl vorzunehmen. 
Dies geschah in der Weise, daB von jedem Muster ebenfalls 50 g mit 
50 cem Wasser, anstatt mit 50ccem Ferrichloridlésung unter genau 
denselben Bedingungen wie oben angegeben, destilliert wurden. 


Das Resultat der ersten Versuche war ein durchaus ermutigendes. 
Diejenigen Muster, welche durch ein angenehmes typisches Aroma 
ausgezeichnet waren, lieferten immer eine positive Carbinolreaktion: 
diejenigen aber, welche dieses Aromas entbehrten, eine negative. In 
einem Falle wurde ebenfalls eine positive Diacetylreaktion erhalten. 
und hier handelte es sich um ein Buttermilchmuster, das durch einen 
abnorm hohen Carbinolgehalt gekennzeichnet war und das speziell 
wegen seines auBergewohnlich feinen Aromas unsere Aufmerksamkeit 
auf sich gelenkt hatte’. 


Diesen Versuchen haftete aber der Nachteil an, daB sie keine 
objektiven Resultate lieferten, denn die Beurteilung des Aromas war 
in der Hauptsache auf uns beschrankt. 


Es war deshalb von gréBter Bedeutung, daB wir einige Butter- 
produzenten und -experter. bereit fanden zu einer Mitwirkung, welche 
unsererseits sehr geschitzt wird. Wir wollen denn auch nicht unter- 
lassen, auch an dieser Stelle den Herren Ir. J. R. H. van Nouhuys 
und J. H. Halbertsma der Molkereifabrik Normandia in Sneek (Holland), 
sowie auch Herrn J. H. van der Kloot der Molkerei-Dampfbetrieb Fa. 
F. van der Kloot in Leiden (Holland) unseren aufrichtigen Dank aus- 
zusprechen. 


AuBerdem ist es uns noch ein Bediirfnis, Herrn Prof. Ing. B. van 
der Burg der landwirtschaftlichen Hochschule in Wageningen, Holland, 
unserer groBen Erkenntlichkeit zu versichern fiir die tiberaus freundliche 


1 Diese Buttermilch war ein Produkt der hiesigen Molkereianstalt 
B. Veth & Co. 
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Vermittlung bei der Beschaffung einiger anerkannt guten Saurewecker 
aus den Molkereifabriken in Leeuwarden, Marssum und Wilp, sowie 
fiir seine Fiirsprache bei dem ,,Bond van Coédp. Zuivelfabrieken in 
Friesland’. Dem Vorstande dieses Bundes sowie insbesondere auch 
Herrn Ing. F. Keestra, Lehrer-Techniker dieses Bundes, sind wir zu 
groBem Dank verpflichtet fiir die wohlwollende Erlaubnis, eine wéchent- 
liche Butterpriifung des Bundes mitmachen zu diirfen und fiir die 
Zusendung einer groBen Anzahl Buttermuster mit gleichzeitiger Angabe 
der von diesen Mustern bei der Priifung erzielten Ziffern. Die mit den 
von Herrn van Nouhuys zuerst empfangenen Mustern angestellten 
orientierenden Versuche lieferten das eindeutige Ergebnis, da8 immer, 
wo eine gute Butterprobe untersucht wurde, Acetylmethylcarbinol — 
sei es in minimaler Menge — nachgewiesen werden konnte, wihrend 
der Versuch auch mit gréBeren Mengen der in Geruchshinsicht schlech- 
teren Muster negativ ausfiel. Diacetyl wurde in keinem einzigen dieser 
50 g Buttermuster aufgefunden. Die Menge des vorhandenen Acetyl- 
methylearbinols war in den Saureweckern stets bedeutend gréBer als 
in Butter. 

Am besten reproduzierbar sind jedoch die Resultate, welche er- 
halten wurden bei der Untersuchung der Muster der ,,Leeuwarder 
Boterkeuring vom 25. August 1927. Doch mu8 bei der Beurteilung 
der diesbeziiglichen Ergebnisse mit einem wichtigen Umstande Rechnung 
getragen werden, und zwar, daB in Friesland, und besonders bei den 
hier in Betracht kommenden kooperativen Fabriken die Butter- 
produktion ganz oder fast ganz auf Export gerichtet ist. Dies bringt 
mit sich, daB sehr groBer Wert auf gréitmégliche Haltbarkeit gelegt 
wird und hierin ist zweifellos die Ursache zu erblicken fiir die dort 
allgemein vertretene Auffassung, daB die beste Butter eigentlich eine 
solche ist, welche fast gar kein positives Aroma aufweist. Im allgemeinen 
wird doch ein intensives Auswaschen der Butter zwecks Erhéhung der 
Haltbarkeit eine mehr oder weniger volistaindige Entfernung der Ge- 
ruchstoffe mit sich fiihren (vgl. hierzu Abschnitt 6). Dies bringt mit 
sich, daB die friesischen Experten vielleicht unbewuBt auch geruchs- 
neutrale Butter sehr hoch schitzen und daB also die untersuchten 
Muster keineswegs ein ideales Material zur Priifung unserer Ansicht 
darstellten. 

Die Resultate der Untersuchung sind nun in Tabelle I zusammen- 
gestellt worden. Bei jedem Versuch kamen 50g Butter zur Unter- 
suchung. Es zeigte sich, da& es in Anbetracht der geringen Menge 
des erhaltenen Niederschlages nicht méglich war, genaue quantitative 
Bestimmungen vorzunehmen. Deshalb sind in der letzten Spalte die 
negativen Reaktionen mit — angegeben, die mit (+) angedeuteten sind 
sehr schwach, die mit + schwach und mit -+-+- deutlich positiv. 

Biochemische Zeitschrift Band 210. 16 
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Tabelle I. 
Gehalt der verschiedenen Buttermuster an Acety]methylearbinol. 





Nr. des Musters — ae Nr. des Musters = nae oo a 
1 6 pa 63 71, ++ 
2 7 | 64 7 (+) 
3 47,0 | (+)6 65 7 
4 5 -- 67 7 “ 

5 M4 | a 76 546 (+)6 
11 6 81 61/, < 
14 715 a 82 7 + 
18 46 (+)6 83 7g os 
24 7g _ 84 5 _ 
57 7 os 





Die drei, in der Tabelle mit # engedeuteten Muster waren bei der Priifung schlecht be: 
urteilt wegen eines fehlerhaften Nebengeruches; bei Muster Nr.3 ,sterk* = ranzig, bei Muster 
Nr. 18 ,bittersfettig* = bitter-Glig und bei Muster Nr. 76 .goor* = kasig(?). 

Bei der Besprechung der Resultate, welche in dieser Tabelle zu- 
sammengefaBt sind, sind diejenigen, welche erhalten wurden bei der 
Untersuchung der Muster Nr. 3, 18 und 76 auBer Betracht zu lassen, 
weil die niedrigen Ziffern, welche diese Buttermuster erhalten haben, eine 
direkte Folge sind der von den Experten konstatierten Nebengeriiche, 
woriiber in der FuBnote der Tabelle Naheres mitgeteilt worden ist. 

Ubergehend zu einer niheren Betrachtung des in der Tabelle 
zusammengefaBten Materials wollen wir ausdriicklich hervorheben, 
daB die bei der Priifung von den verschiedenen Mustern erhaltenen 
Ziffern erst nach Feststellung des Ausfalles der Carbinolreaktion be- 
kannt wurden. 

Die Tabelle liefert nun das sehr bemerkenswerte Ergebnis, dab 
alle diejenigen Muster, welche bei der Geruchspriifung eine Ziffer unter 
7 bekamen, eine negative Carbinolreaktion aufweisen. Von den mit 7 
beurteilten Mustern ergaben alle sechs Muster eine sehr schwach bis 
schwach positive Reaktion; von denjenigen mit der Ziffer 7 1, waren 
zwei schwach und eine deutlich carbinolenthaltend, wahrend jedoch 
zwei keine Reaktion gaben. 

Ubersieht man dieses Resultat, so kann festgestellt werden, daf 
14 der 16 untersuchten Muster sich der Erwartung gemaB verhielten, 
in dem Sinne, daB alle fiinf von den Experten in Geruchshinsicht nur 
als ,.geniigend“ beurteilten Muster kein Carbinol enthielten, wahrend 
von den elf als ,,gut‘‘ beurteilten Mustern neun sich als carbinol- 
enthaltend zeigten. 

Was nun die beiden Ausnahmen betrifft, so mu8 daran erinnert 
werden, was oben iiber den groBen Wert gesagt ist, welchen die 
friesischen Experten auf Haltbarkeit einer Butter legen und die damit 
zusammenhangende Wiirdigung einer geruchsneutralen Butter. In 
Ubereinstimmung hiermit ist auch die schon vorher erwihnte Tatsache. 
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daB die Menge des Acetylmethylcarbinols in allen friesischen Mustern 
sehr gering war, nicht nur absolut, sondern auch im Vergleich mit den 
zuerst untersuchten und mit den auch spater noch gepriiften Mustern 
(siehe unten). 

Eine besondere Besprechung verdient das Resultat der Unter- 
suchung von Muster Nr. 63 im Zusammenhang mit der Mitteilung, dab 
die beiden Experten, welche wéchentlich die Muster von mehr als 
80 angeschlossenen Fabriken priifen, die Geruchsqualitaten dieses von 
der Fabrik Akkrum herriihrenden Buttermusters jedesmal abweichend 
beurteilen. Diese Tatsache ist um so bemerkenswerter, weil alle Muster 
blind gepriift werden. Wahrend der eine von ihnen diese Butter be- 
ziiglich des Geruchs immer wieder als sehr gut anzudeuten wiinscht 
(Ziffer 8), meint der andere fast jedesmal, daB diese Butter als unter 
der guten stehend betrachtet werden mu8 (Ziffer 6). Es ist nun wohl 
sehr treffend, daB es eben dieses Muster ist, welches uns die gréBte 
Quantitat Nickeldimethylglyoxim geliefert hat. Der exzeptionelle 
Mangel an Ubereinstimmung bei der Beurteilung 148t sich doch un- 
gezwungen darauf zuriickfiihren, daB der eine Experte den fiir die 
friesische Exportbutter abnormen Gehalt an Aroma zu_ wiirdigen 
versteht, wahrend der andere offenbar Nachteile von der Abweichung 
von der Norm befiirchtet. 

In Anbetracht der vorhergehenden Ausfiihrungen haben wir Wert 
darauf gelegt, neben den Mustern der friesischen Butterfabriken auch 
Buttermuster zu untersuchen, welche durch ein kraftigeres Aroma 
gekennzeichnet waren. In dieser Hinsicht war uns dann auch die 
auBerst zuvorkommende Mitwirkung, welche uns Herr J. H. van der 
Kloot entgegenbrachte, sehr willkommen. Die Butter seiner Fabrik 
wird naimlich von seiner Kundschaft hoch geschitzt wegen des vollen 
Aromas, welches dieser Butter anhaftet. In den Zeiten, wo die eigene 
Produktion zu gering ist, um den normalen Debit zu versorgen und 
also die Produktion mit Butter anderer Herkunft angefiillt werden 
muB, erreichen ihn 6fters Reklamationen iiber das wesentlich geringere 
Aroma des letzten Produktes. 

Die Untersuchung einer Anzahl Muster der Produktion seiner 
Fabrik, nebst fast gleichzeitig hergestellter Butter anderer Herkunft, 
lieferte nun tatsachlich das Resultat, daf die erstgenannten Muster 
etwa die zehnfache Menge Carbinol enthielten im Vergleich mit den anderen, 
und auch mit der Mehrzahl der friiher untersuchten Muster. 


4. Die chemische Identifizierung der aromabildenden Substanz. 


Das Ergebnis der im vorhergehenden Abschnitte wiedergegebenen 
Versuche kann also in der Weise kurz zusammengefabt werden, dai 
im allgemeinen eine sehr ausgesprochene Korrelation besteht zwischen 
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der Menge des in einem Buttermuster vorhandenen Acetylmethyl- 
carbinols und den aromatischen Qualititen dieses Musters. 

Die Frage drangte sich daher auf, inwieweit méglicherweise das 
Acetylmethylearbinol als die direkte Ursache des typischen Aromas 
einer guten Butter betrachtet werden diirfte. 

Es wurde daher dazu iibergegangen, eine kleine Menge Acety!- 
methylearbinol auf rein chemischem Wege herzustellen!. Dies fiihrte 
nun zum héchst bemerkenswerten Ergebnis, das das erhaltene 
synthetische Produkt in verdiinnter wasseriger Lésung den charakte- 
ristischen butteraromatischen Geruch aufwies. Dabei wurde jedoch zu 
gleicher Zeit festgestellt, daB auch das chemisch reine Diacetyl, woraus 
das Acetylmethylearbinol durch Reduktion erhalten worden war, in sehr 
verdiinnter wasseriger Lésung einen sehr ahnlichen Geruch verbreitete. 

Nun war es, angesichts der chemischen Konstitution des Acetyl- 
methylearbinols nicht recht verstandlich, daB diese Ketose einen so 
ausgesprochenen Geruch haben kénnte. Dies fiihrte den einen von 
uns (D.) zu einer Uberpriifung der oben beschriebenen Resultate, 
wozu er gréBere Quantitaten des Acetylmethylcarbinols darstellte und 
wobei er besondere Aufmerksamkeit auf eine absolute chemische und 
Geruchsreinheit des Praparates legte. Die Herstellung vollkommen 
reinen Acetylmethylcarbinols gelang miihelos iiber die Stufe des 
Dimeren, welches sich bildet, wenn man das erhaltene Reduktions- 
produkt des Diacetyls in Beriihrung mit einem Kérnchen Zink wahrend 
einiger Tage in der Kalte stehen laBt. Hierbei scheidet sich das dimere 
Acetylmethylearbinol in Kristallen aus, welche sich unverandert aus 
Aceton umkristallisieren lassen. Nach dieser Reinigung ist das Dimere 
(F. 85,5°C) vollkommen geruchlos. Die Entpolymerisierung dieses 
Dimeren vollzieht sich nun leicht beim Destillieren des kristallinischen 
Produktes unter Sauerstoffabschlu8, sowie heim Lésen der Kristalle 
in Wasser. Es lieB sich hierbei feststellen, daB auch das monomere 
Acetylmethylearbinol in frischem Zustande vollkommen geruchlos ist. 
Hierdurch war also mit Sicherheit bewiesen, daB Acetylmethylcarbinol 
selbst nicht der Trager des Butteraromas ist. 

Nach diesem Ergebnis unterlag es kaum einigem Zweifel, dal 
der charakteristische Geruch des anfinglich bereiteten Acetylmethyl- 
carbinols herriihrte von der Anwesenheit geringer Mengen Diacetyls, 
welche entweder der Reduktion entgangen waren oder bei der Beriihrung 
des Carbinols mit dem Luftsauerstoff durch Oxydation gebildet worden 


waren. 
Es wird daher nicht wundern, daB wir von diesem Augenblicke 
an unsere volle Aufmerksamkeit auf das Diacetyl konzentrierten. 


1 Beziiglich der hierbei befolgten Methode vergleiche man Diels und 
Stephan, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4336, 1907. 
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Dabei ergab sich unzweideutig, daB das Diacetyl auch nach weit- 
gehendster Reinigung in sehr verdiinntem Zustande den charakte- 
ristischen Buttergeruch aufwies. Dies machte es nun auBerst verfiihre- 
risch, im Diacetyl wenigstens den Hauptbestandteil des natiirlichen 
Butteraromas zu erblicken. 

Beim ersten Betrachten schienen jedoch die im vorigen Abschnitt 
mitgeteilten Resultate kaum mit dieser Ansicht vereinbar zu sein. 
Denn, wie schon gesagt, hatte in den gepriiften Buttermustern Diacety| 
sich nur ganz ausnahmsweise nachweisen lassen. 

Die Uberlegung, daB fiir viele Geruchsstoffe festgestellt worden 
ist, daB sie sich oft noch in erstaunlicher Verdiinnung fiir den Geruchssinn 
bemerkbar machen, erregte jedoch die Vermutung , daB Diacetyl in 
den nicht allzu stark aromatischen Buttermustern in derartig niedrigen 
Konzentrationen vorkommen wiirde, daB bei der Priifung der relativ 
kleinen Muster die Empfindlichkeitsgrenze der Lemoigneschen Reaktion 
— auch in der angewandten, sehr empfindlichen Ausfiihrung — iiber- 
schritten sein wiirde. . 

Die Richtigkeit dieser Vermutung konnte nun in der Tat experi- 
mentell bewiesen werden. Denn wenn anstatt der 50 g 500 oder 1000 g 
einer gut aromatischen Butter auf das Vorkommen von Diacetyl ge- 
prift wurden, wurde dabei immer ein positives Ergebnis erhalten. 
In dieser Weise war es ebenfalls méglich, die Menge des vorhandenen 
Diacetyls annaihernd quantitativ zu bestimmen, und zwar zeigte es 
sich, daB in gut aromatischen Buttern nur 2 bis 4 g Diacetyl auf 1000 kg 
Butter vorhanden ist, also nur 0,0002 bis 0,0004°%,. Dieses Ergebnis 
gibt zu gleicher Zeit die Erklirung fiir die Tatsache, daB es nicht gelang, 
das Diacetyl in den 50 g der ‘nicht optimal aromatischen Buttermuster 
nachzuweisen. 


Da8 Diacetyl, in der genannten geringen Konzentration in Butter 
anwesend, in der Tat noch einen sehr bemerkbaren Geruch verbreitet, 
konnte nun leicht festgestellt werden durch an eine méglichst geruchs- 
neutrale Butter die in Betracht kommende Menge des chemisch reinen 
Diacetyls zuzufiigen. In der Tat wurde hierbei eine ganz unverkennbare 
Aromatisierung der Butter erreicht. 


Die obenstehenden Ausfiihrungen berechtigen also vollauf zum 
SchluB, daB das Diacetyl entweder das Butteraroma ist oder doch jedenfalls 
die Hauptkomponente dieses Aromas darstellt. 


5. Die Bedingungen fiir die Entstehung des Butteraromas wiihrend der 
Rahmsiuerung. 
Obgleich die Untersuchungen iiber die fiir die Entstehung des 


Butteraromas giinstigsten Bedingungen noch nicht abgeschlossen sind, 
16* 
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méchten wir hier doch schon vorlaufig berichten tiber einige in dieser 
Richtung erhaltenen Resultate. 

Die Tatsache, daB neben dem Diacetyl ausnahmslos betriachtlich 
gréBere Quantitaten Acetylmethylearbinol vorgefunden wurden, macht 
es nun duBerst wahrscheinlich, daB das Diacetyl wihrend der Rahm. 
siuerung durch Oxydation aus dem Carbinol entsteht, eben weil der 
. letztgenannte Kérper in den letzten Jahren als ein sehr verbreitetes 
Stoffwechselprodukt der verschiedensten Bakterienarten erkannt 
worden ist!. 

Es unterliegt also kaum einigem Zweifel, daB die Frage nach 
der Entstehung des Diacetyls bei der Rahmsauerung sich zerlegen 
1aBt in zwei Teile: 1. Wie entsteht bei diesem ProzeB das Acetylmethy].- 
carbinol? 2. Welche Faktoren bedingen die Oxydation dieses Produktes 
zum Diacetyl ? 

Was den ersten Punkt anbelangt, drangte sich natiirlich die Frage 
auf, inwieweit die im ersten Abschnitt erwahnten, von Orla Jensen, 
Boekhout und Ott de Vries und Hammer beschriebenen Bakterienarten 
Acetylmethylearbinol unter ihren Stoffwechselprodukten bilden. Die 
ersten Versuche in dieser Richtung wurden vorgenommen mit einem 
Stamme von Str. cremoris, welchen wir von dem American Collection 
of Type Cultures in Chicago erhielten. Hine zwei Tage alte Milchkultur 
dieses Bakteriums lieferte nun in der Tat eine kraftige Carbinolreaktion 
schon bei Anwendung von etwa 10 ccm Milch, wéhrend eine gleichzeitig 
angestellte Kultur von Str. lactis keine Spur dieser Substanz enthielt. 

Die Versuche iiber die Carbinolbildung durch Str. cremoris wurden 
spiter von Herrn Ir. J. R. 7. van Nouhuys in ausgedehnterem Ma3- 
stabe wiederholt und auch hier wurde das wichtige Resultat erhalten. 
daB Stamme von Sir. cremoris, im scharfen Gegensatz zu den anderen 
gleichzeitig untersuchten Milchsiurebakterien Str. lactis, Str. faecium, 
Str. mastitidis, Str. thermophilus und Betac. arabinosaceus stets ziemlich 
bedeutende Mengen Acetylmethylearbinol bilden. 

Nachdem also festgestellt worden war, daB die gesuchte Substanz 
unter den normalen Stoffwechselprodukten von Str. cremoris vorkommt, 
versuchten wir die Frage zu beantworten, inwieweit dies auch der Fall 
sein wiirde bei der diesbeziiglichen Priifung der anderen Aromabildner. 

Zu diesem Zwecke wurden gute Siaurewecker, welche ohne Aus- 
nahme bei der Ankunft im Laboratorium mit positivem Resultat auf 
die Anwesenheit von Acetylmethylearbinol gepriift wurden, auf Hefen- 
dekoktgelatineplatten mit 2°, Lactose und etwas Kreide ausgestrichen 
und nach 5tagiger Bebriitung bei 20°C von jeder Platte eine Anzah! 
verschieden aussehender Arten reinkultiviert. Dieses Material wurde 


1 Man vergleiche die Literatur bei Kluyver, Donker und Visser ’t Hooft, 
diese Zeitschr. 161, 163, 1925. 
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spater noch erganzt mit einer Anzahl aus Butter reinkultivierten 
Streptokokkusstamme. Die so erhaltenen Reinkulturen wurden nun 
sowohl in Milch wie auch in Hefenwasser mit 2°;, Dextrose und 2°, 
Kreide geimpft. Die letztgenannten Kulturen entwickelten sich im 
allgemeinen bedeutend besser als die Milchkulturen, was zum Teil 
natiirlich dem giinstigen EinfluB der Kreide zugeschrieben werden 
mu8, wahrend daneben auch die Natur der den Bakterien zur Verfiigung . 
stehenden Stickstoffquelle gemaB den Ausfiihrungen S.Orla Jensens 
und Mitarbeiter einen giinstigen EinfluB auf die Entwicklung ausgeiibt 
haben wird. 

Trotzdem ist es nur zweimal vorgekommen, daB die Milchkultur 
eines Stammes innerhalb 10 Tagen nicht geronnen war. Die beiden 
diesbeziiglichen Stéamme kénnen also mit groBer Wahrscheinlichkeit 
als Kulturen von Str. citrovorus oder Str. paracitrovorus betrachtet werden. 

Die Untersuchung der Hefenwasser-Dextrose-Kreidekulturen dieser 
beiden Stdimme ergab nun nach 3 Tagen eine deutlich positive Carbinol- 
reaktion schon in 10 ccm der Kulturfliissigkeit. 

Von den anderen Stéammen war ein ziemlich groBer Prozentsatz 
dem mikroskopischen Aussehen nach als Reinkulturen von Str. cremoris 
zu betrachten. 

Es stellte sich nun wieder heraus, daf alle letztgenannten Kulturen 
in dem Hefenwassermilieu mehr oder weniger betrichtliche Mengen des 
Acetylmethylcarbinols produzierten, wahrend die nicht als Str. cremoris 
oder Str. citrovorus und Str. paracitrovorus erkannten Staémme sich in 
dieser Hinsicht negativ verhielten. Weiter ist aus den Resultaten 
dieser Untersuchungen zu schlieBea, daB diejenigen Buttermuster 
und Saéurewecker, welche den héchsten Gehalt an Carbinol besaBen, 
auch Str. cremoris-Stamme enthielten, welche sich durch eine sehr 
bedeutende Carbinolproduktion auszeichneten. So wurde z. B. der 
in dieser Beziehung kraftigste Stamm isoliert aus dem Saurewecker 
und aus der Butter der Fabrik des Herrn van der Kloot, wahrend ein 
fast ebenso kraftiger Stamm aus der im vorigen Abschnitt speziell 
erwahnten Butter der Fabrik Akkrum isoliert wurde. 

Es zeigt sich also eindeutig, daB eben die in neuester Zeit fiir die 
Aromabildung verantwortlich gestellten Bakterienarten im Gegensatz 
za den untersuchten verwandten, nur séiuernd wirkenden Milchsaure- 
bakterien sich als deutliche Carbinolbildner auszeichnen. 

Mit der zweiten Frage, nimlich wie die Dehydrierung des Acetyl- 
methylcarbinols zu Diacetyl wahrend der Rahmsiuerung sich gestaltet, 
werden wir uns hier nur ganz kurz beschaftigen, da die betreffenden 
Versuche noch nicht abgeschlossen sind. 

Es ergeben sich hierbei zwei Méglichkeiten, namlich einerseits 
eine spontane Oxydation des Carbinols durch den zutretenden Luft- 
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sauerstoff, andererseits eine katalytische Dehydrierung des Carbinols 
unter dem Einflu8B der vorhandenen Bakterien, wobei entweder der 
Luftsauerstoff oder auch vielleicht ein anderer anwesender Wasserstoff- 
akzeptor hydriert wird. 

In diesem zweiten Falle wiirde das Diacety] als Stoffwechselprodukt 
in engerem Sinne betrachtet werden kénnen. 

Schmalfuss und Barthmeyer', welche das vorige Jahr ebenfalls 
Diacety] in Milchkulturen von Milchsaiurebakterien nachgewiesen haben, 
ohne die Bedeutung dieser Beobachtung fiir das Aromaproblem auch 
nur zu erwahnen, haben diese Frage diskutiert, ohne dabei zu einem 
endgiiltigen Schlusse zu gelangen. 

Wir méchten ebenfalls beziiglich dieser Frage noch keine Stellung 
nehmen, doch méchten wir hier ausdriicklich betonen, daB umgekehrt 
das Diacetyl zweifellos unter dem Einflu8 von Milchsdiurebakterien 
einer biochemischen Hydrierung unter Bildung von Acetylmethy]- 
carbinol oder vielleicht sogar von 2, 3-Butylenglykol unterliegen 
kann und damit ein anfanglich in Butter vorhandenes Aroma wieder 
verschwinden kann?. Bisweilen begegnet man daher Buttermustern. 
welche sehr reich an Acetylmethylearbinol sind, und doch keine Spur 
von Diacetyl enthalten und dann auch als geruchsneutral zu bezeichnen 
sind. 

Es 1a8t sich aus dem Obigen folgern, daB die Lebensfahigkeit, 
d. h. das Reduktionsvermégen der in einer normalen Butter vorhandenen 
Milchsaurebakterien, die Erhaltung des so geschatzten Butteraromas 
in ungiinstigem Sinne beeinflussen kann. 

& 


6. Praktische Folgerungen fiir die Butter- und Margarineindustrie. 


Es ist ohne weiteres einleuchtend, daB die in den obenstehenden 
Abschnitten wiedergegebenen Beobachtungen, in ihrem Zusammenhang 
betrachtet, eine iiberaus groBe Wahrscheinlichkeit mit sich bringen 
fiir die Ansicht, daB das Diacetyl als der wichtigste Komponent des 
eigentlichen Butteraromas zu betrachten ist. An erster Stelle ist doch 
der Geruch dieser Substanz dem Aroma der Butter zum Tauschen 


1 H. Schmalfuss und H. Barthmeyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 
282, 1928. Es mége ausdriicklich bemerkt werden, daB alle in dieser 
unserer Abhandlung beschriebenen Beobachtungen vor Ende 1927 gemacht 
worden sind. AuBere Griinde haben die Veréffentlichung unserer Arbeit 
bis auf jetzt verschoben. Zur Stiitzung dieser Aussage sei auf die November 
1927 erfolgten Niederlindischen Patentanmeldungen hingewiesen. 

2? Die biochemische Reduktion des Diacetyls tiber Acetoin bis zum 
Butylenglykol mittels Hefe ist von Neuberg und Mitarbeitern einwandfrei 
nachgewiesen worden. Vgl. C. Neuberg und F. F. Nord, B. 52, 2248, 1919; 
C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 160, 250, 1925; G. Nagelschmidt, 
ebendaselbst 186, 317, 1927. 
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ihnlich ; zweitens wurde der Nachweis erbracht, daB tatsachlich Diacetyl 
in aromatischen Buttermustern existiert, und zwar am meisten in den 
durch ihren Geruch sich auszeichnenden Mustern, wahrend zum Schlu8 
noch nachgewiesen werden konnte, daB eben diejenigen Bakterienarten, 
welche in der letzten Zeit von hervorragenden Forschern als die wahren 
Aromabildner beschrieben worden sind, Acetylmethylearbinol als 
normales Stoffwechselprodukt ausscheiden. Und je besser diese Bak- 
terien als Aromabildner geeignet sind, desto mehr Carbinol kann man 
als Stoffwechselprodukt auffinden. 

In diesem Abschnitte wollen wir nun die praktischen Folgerungen 
auseinandersetzen, welche unserer Meinung nach aus dieser Auffassung 
fiir die Butter- und Margarineindustrie gezogen werden kénnen. 

Hierzu ist es an erster Stelle unentbehrlich, nachzugehen, welche 
maBgebenden AuBerungen hinsichtlich des Aromaproblems bei der 
Butterfabrikation vorliegen. 

Wenn man dies macht, so trifft es, daB ziemlich allgemein 
die Ansicht vertreten ist, daB ein kraftiges, angenehmes Aroma und groBe 
Haltbarkeit einer Butter bis jetzt unvereinbar sind. 

Zur Stiitzung dieser Aussage méchten wir hier einige Stellen aus 
den Biichern hervorragender Molkereibakteriologen folgen lassen. 

Bei der Besprechung des allmahlich sich ausbreitenden Gebrauches 
der Reinkulturen fiir die Rahmsiuerung weist Weigmann' darauf 
hin, daB dieser Methode der Nachteil anhaftet, da die auf diese 
Weise hergestellte Butter weit weniger aromatisch ist als ra 
welche mittels spontaner Siuerung erhalten wird. 

,.Trotz des Verlustes des Aromas“, fahrt W. eigmann fort, ,,der namentlich 
an der Butter bemerkt wurde, die aus pasteurisierten und mit Reinkulturen 
gesduerten Rahm bereitet war — die Butterkaufleute waren anfdnglich sehr 
gegen solche Butter eingenommen und nannten sie charakterlos*? —, fiihrte 
sich die Séuerung mit Reinkultur zusammen mit der Pasteurisierung des 
Rahmes immer mehr ein, und zwar auf Grund des eminenten Vorteils, 
der in der Vermeidung der haufigen Butterfehler, in der Sicherheit der 
Gewinnung einer fehlerfreien und haltbaren Butter liegt.‘ 

An anderer Stelle heiBt es: ,,Gerade darin liegt eben der Vorteil dieses 
Verfahrens, daB es die Unsicherheit, welche die alte Siuerungsweise natur- 
gema® in sich birgt, aufhebt und bei richtiger Behandlungsweise ein fehler- 
freies Produkt sichert*.“ 


Sehr deutlich auBert sich auch S. Orla Jensen in dieser Beziehung: 


y+ +-und wahrend der Geschmack ... nur Sache der Gewohnheit 
oder Mode ist (und somit von den groBen Butterproduzenten bestimmt 
werden kann), so ist die Haltbarkeit der Butter dagegen eine Eigenschaft 


1 H. Weigmann, Die Pilzkunde der Milch (Berlin 1924), 8S. 281, 
285, 286. 

2 Wir kursivieren. 

3 §. 285 bis 286. 
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von unbestreitbarem Werte, weshalb man am besten tut, das Hauptgewicht 
auf diese letztere zu legen’?.“ 

Es kann dann auch nicht wundern, daB man daneben AuBerungen 
antrifft, aus denen hervorgeht, daB die betreffenden Untersucher 
versuchen ausfindig zu machen, unter welchen Umstianden auch bei 
der Beniitzung von Methoden, welche die Herstellung eines sicher 
fehlerfreien und haltbaren Produktes erméglichen, die Aromabildung 
geférdert werden kann oder das schon gebildete Aroma méglichst 
geschont wird. 

Wir verweisen hier z. B. auf Orla Jensens AuBerungen: 

»At present we have only certain lactic acid bacteria, producing a 
faint aroma, which can invariably be used with advantage; the above- 
mentioned discovery of an organism which might be used in conjunction 
with these in order to increase the aroma may be of great practical value.“ 
Und gleich darauf: ,,Experience shows, however, that butter which has a 
pronounced aroma does not generally keep well, and it will be always 
more to the advantage of the producer to make sure of the keeping qualities 
than to concentrate attention to the aroma ?.‘ 

Besonders auffallig ist auch der folgende Passus bei Weigmann: 

fiir uns galt es jabrelang als Regel, daB man die Butter nicht waschen 
diirfte, weil man mit der Buttermilch zugleich auch das Aroma der Butter 
wegwasche. Das ist zwar im allgemeinen nicht zu befiirchten, weil das Fett 
die Fahigkeit hat, aromatische Stoffe festzuhalten ’.“ 

Hier wird der Kernpunkt der ganzen Frage beriihrt ; denn wenn wir 
uns fragen, welche Faktoren die Verderblichkeit der Butter bedingen. 
unterliegt es keinem Zweifel, daB an erster Stelle der Gehalt an or- 
ganischen Fremdstoffen dafiir maBgebend ist. Dies erklart, weshalb 
die Molkereitechniker immer gréBeren Wert auf ein intensives Aus- 
waschen der Butter gelegt haben. Obgleich man Weigmann beistimmen 
kann, daB im allgemeinen aromatisch wirksame Substanzen eine grobe 
Affinitét zu Fett aufweisen, braucht man den wichtigen Unterschied 
in Geruchsintensitat einer eben fertiggestellten Butter vor und nach 
dem Auswaschen nur einmal beobachtet zu haben, um zu der Folgerung 
zu gelangen, daB die von Weigmann erwahnte Furcht der alten Empiriker 
sicher nicht unbegriindet war. Wahrend dieses Verhalten bei einer 
Esternatur der aromatischen Substanz befremden kénnte, kann diese 
Tatsache nicht wundern, wenn man in dem so sehr wasserléslichen 
Diacetyl den Hauptkomponenten des Aromas erblickt. 

In Ubereinstimmung mit dieser Auffassung steht nun das Ergebnis. 
daB die fiir die direkte Konsumption bestimmte, weniger haltbare. 


1 §. Orla Jensen, Die Bakteriologie in der Milchwirtschaft (Jena 1913), 
8. 109. 

2 S. Orla Jensen, Dairy Bacteriology (London 1921), 8. 110. Wir kursi- 
vieren. 

3 a. a. O. S. 281. 
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sondern hocharomatische Butter aus der Fabrik des Herrn van der Kloot 
einen merkbar héheren Sauregehalt aufwies als die planmaBig auf 
Haltbarkeit bearbeiteten Exportprodukte der friesischen und anderen 
Fabriken. Es machte sogar den Eindruck, daB bei den verschiedenen 
untersuchten Buttermustern eine gewisse! Proportionalitat zwischen 
dem Aroma, dem Carbinol- und dem Sauregehalt bestinde?. 

Wir kénnen dem Vorhergehenden entnehmen, daB es fiir die 
Butterindustrie und fiir die Margarineindustrie darauf ankommt, die 
Vorteile einer groBen Haltbarkeit mit denen eines kraftigen Aromas 
zu vereinigen. 

Wir sind nun der Ansicht, daB die Identifizierung des Haupt- 
komponenten des Aromas mit dem Diacetyl uns auf zweierlei Weise 
befahigt, der Lésung dieser Frage naher zu treten. 

Um die Herstellung einer haltbaren hocharomatischen , Butter zu 
sichern, kénnte man an erster Stelle die heute an vielen Stellen iibliche 
Arbeitsweise mit ,,Reinkulturen“ (seien es nun wirkliche Reinkulturen 
oder Mischkulturen ganz bestimmter , Bakterienarten) handhaben, 
wobei dann aber von jetzt an, anstatt der iiblichen subjektiven Selektion 
nach Geruchsmerkmalen, eine bewuBte Selektion der verwendeten 
Bakterienarten auf ihr Vermégen, unter den Verhaltnissen der Rahm- 
siuerung die geeignetste Menge Acetylmethylcarbinol zu produzieren, 
vorangehen sollte. Bei der von uns festgestellten quantitativen Variation 
dieser Eigenschaft bei verschiedenen Stammen von Str. cremoris, unter- 
liegt es keinem Zweifel, daB es gelingen wird, Stamme zu isolieren, 
welche diese Eigenschaft in einem MaBe besitzen, welche ein griind- 
liches Auswaschen der Butter zwecks Sicherstellung der Haltbarkeit 
zulassen, ohne daB das Aroma in unerwiinschtem Grade entfernt wird. 

An zweiter Stelle braucht kaum betont zu werden, daB es ebenfalls 
durchaus ausfiihrbar scheint, die Butter- und Margarinefabrikation 
fortan in der Weise umzugestalten, dafB das Augenmerk gerichtet wird 
auf die Herstellung eines méglichst geruchsneutralen und -haltbaren 
Produktes, womit dann eine von bewuBter Hand des Chemikers geleitete 
Veredlung des Produktes in Geruchshinsicht verkniipft werden kénnte. 

Nur sei hierzu noch ausdriicklich bemerkt, daB auch bei dieser 
Arbeitsweise eine gewissenhafte Selektion der fiir die Rahmsauerung 
verwendeten Milchsaurebakterien nicht unterbleiben kann, um den 
mannigfachen, positiven Geruchsfehlern vorzubeugen, welche bei der 
spontanen Sauerung sonst leicht auftreten. 


1 Man vergleiche jedoch das am Ende des fiinften Abschnittes mit- 
geteilte. 

2 Mit dieser AuGerung soll selbstverstandlich keineswegs gesagt 
werden, daB es keine Buttermuster gibt, welche einen hohen Saéuregehalt 
aufweisen und doch keine Spur Carbinol enthalten. 








Mikro-Phosphatbestimmung’. 


Von 
Friedrich Holtz. 


(Aus der Universitaétskinderklinik Wiirzburg und der biochemischen 
Abteilung des chemischen Laboratoriums Géttingen). 


(Eingegangen am 27. April 1929.) 


Die in dieser Mitteilung beschriebene gravimetrische Mikrobestimmung 
der Phosphorséure* wurde speziell fiir Serienuntersuchungen der verschie- 
denen Blutphosphorfraktionen ausgearbeitet. Die Scheu vieler Biologen 
vor gravimetrischen Mikromethoden ist nicht mehr begriindet, da eine 
Wagung auf einer aperiodischen Mikrowaage gleiche, oft weniger Zeit 
beansprucht als eine Titration und die Benutzung der Waagen auch von 
Anfangern innerhalb einiger Tage sicher erlernt wird. Seit 1926 wird von 
uns diese Methode der Phosphatbestimmung ohne Abanderungen standig 
benuyzt. Die griindliche Erlernung der Methodik gehért zu den obliga- 
torischen Aufgaben der Ausbildungskurse fiir technische Assistentinnen an 
der Universitat Géttingen. 


Prinzip der Methode. 


Die zu untersuchende Lésung, die auBer Arsen, Molybdin und 
einigen seltenen Elementen beliebige anorganische und organische Sub- 
stanzen enthalten darf, wird zunachst mit Schwefelsdure-Salpetersaure- 
mischung erhitzt, wodurch organische Verbindungen und stérende 
Chlorionen entfernt, Phosphorsdureester gespalten werden und das 
Volumen der Lésung das fiir die Fallung erforderliche MaB erhalt. - 
Zur Fallung wird die Schwefelséure-Salzmischung nach Verdiinnung 
mit salpetersaurer Ammoniumnitratlésung heiS mit saurem Sulfat- 
Molybdanreagens gefallt. Die gefallte Lésung verbleibt alsdann eine 
Stunde im Wasserbad von 60°C, wodurch die Niederschlagsbildung 
beschleunigt wird. — Abfiltriert wird durch Porzellanfiltertiegel. 
Die Niederschlige werden bei 145 bis 155°C in einer Ammonium- 


1 Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen Wissen- 
schaft. 
2 Vgl. auch L. Kuhn, Physiol. Chem. 129, 64, 1923. 
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carbonatatmosphare getrocknet. Der Niederschlag geht hierbei in 
eine gleichmaBig griine Modifikation mit einem Phosphorgehalt von 
1,468°%, iiber. Bei Abwesenheit des Ammoniumcarbonats bleiben 
die Niederschlage gelb oder werden schmutzig griingelb. — Das 
Auswiegen der Tiegel geschieht zum erstenmal mit Niederschlag. 
Nach Herauslésen des Niederschlags mit Alkali erfolgt die Tarawagung, 
wobei Verunreinigungen (Staub, Kieselsiure usw.) mit den leeren 
Tiegeln zuriickgewogen werden. 


Die erforderlichen Reagenzien und Apparate. 
Analysenkélbchen. 


Alle Operationen (Veraschung, Fallung usw.) werden in 50-ccm- 
Mikrokjeldahlkolben aus Jenaglas vorgenommen. Die Kélbchen miissen 
innen eine véllig klare und glatte Oberflache besitzen; Rauhigkeiten 
und weibe Ringe, wie sie bei unsachgemaBer Veraschung entstehen, 
begiinstigen das Festsetzen der Niederschlage. 


Wahrend der Analyse stellt man die Kélbchen in kleine dickwandige 
Glasstutzen (7x 11 em). 


Sduregemisch. 


1 Volumen konzentrierter Schwefelsiure, gemischt mit 9 Volumen 
30°. iger Salpetersdure, s = 1,19. 


Die Menge von 2 ccm dieses Sauregemisches ist hinreichend, um 0,2 g 
Cellulose oder 0,2 g getrocknetes Eiwei8 véllig zu zersetzen. 


Veraschungsofen. 


Beim Erhitzen der Kélbchen mit Saéuregemisch mu8 jede Uberhitzung 
des Kélbchenbauches und -halses verhiitet werden, da andernfalls leicht 
Phosphorverluste durch pyrogenetische Bildung fliichtiger Phosphorverbin- 
dungen entstehen. Ferner mu8 der Kélbchenboden geschiitzt sein gegen den 
direkten Angriff der Flamme, um StoBen des Kélbcheninhaltes, Rauh- 
werden des K6lbcheninnern und AnruBen der AuBenseite zu ‘vermeiden. 
Wir setzen die Kélbchen in mehr horizontaler als vertikaler Lage (Schutz 
vor Herausspritzen von Kélbcheninhalt!) auf eine dicke Asbestplatte, die 
von runden Léchern (2,8¢m) zur Aufnahme eines Teiles des K6lbchen- 
bodens durchbohrt ist. Die Asbestplatte ruht auf einem starken, mit Asbest- 
papier belegten Drahtnetz, das von den Flammen bespiilt wird. Es befindet 
sich so zwischen Flamme und Ké6lbchen Asbestpapier und Luftschicht, 
und die Kélbchen werden ausschlieBlich an ihrer tiefsten Stelle gleichmaBig 
im Luftbad erhitzt. 


Verdiinnungslésung. 
Mischung von 7 Volumenteilen 25°,iger Amomniumnitratlésung 
und 1 Volumenteil 60°, iger Salpetersiure, s = 1,37. 


Nach der Zersetzung mit Saéuregemisch wird die Analysenlésung, die 
jetzt in der Hauptsache aus Salzen und konzentrierter Schwefelséure besteht, 
mit der Verdiinnungslésung versetzt und auf 100°C erwarmt. Hierdurch 
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erfolgt die hydrolytische Spaltung von Stickstoffschwefelséureverbindungen 
und Pyrophosphorséure. Das Ammoniumnitrat in der Verdiinnungslésung 
und das Erhitzen beschleunigt das Entstehen einer grobkérnigen Fallung 
auBerordentlich, wahrend die Salpetersaéure auf die Reinheit und Zusammen- 
setzung des Niederschlags von EinfluB ist. 


Fadllungsreagens. 

16g Ammoniummolybdat werden in 100 ccm siedend hei®em 
Wasser gelést, und diese Lésung wird nach dem Erkalten in 100 ccm 
60°, iger Salpetersiure, s = 1,37, die 10°, Ammoniumsulfat enthalt, 
eingegossen!. Die Mischung wird auf 3 bis 5 Stunden in ein Wasserbad 
von 60 bis 65° C gesetzt und 12 Stunden darauf durch eine Jena-Glas- 
nutsche abfiltriert. Das fertige Reagens bewahrt man in hellen, durch- 
sichtigen Flaschen an einem kiihlen, dunklen Ort auf; solange die Lésung 
wasserklar ist, kann sie benutzt werden. 


Fadllungsréhrchen. 


Glasréhre von 15,5cem Lange und 0,7 cm lichter Weite. Da die 
Beriihrung des Fiallungsreagens mit Kélbchenhals und -wandungen 
bei der Fallung unbedingt vermieden werden mu8, will man nicht zu 
hohe Analysenwerte durch Ausfallen von weifer Molybdansaure er- 
halten, so fiihrt man die 2-ccm-Pipette mit Fallungsreagens durch das 
Fallungsréhrehen, das in den Kélbchenhals gesteckt wird, bis in den 
Bauch des Kélbchens ein. Das Auslaufrohr der Pipette (Spitze— Bauch) 
soll eine Lange von 16 cm haben. Wahrend der Fallung ruht der Pipetten- 
bauch auf dem oberen Rande des Fallungsréhrchens, das mit den Fingern 
gehalten wird; so ist auch bei schnellem Arbeiten die Gefahr beseitigt. 
daB die Pipette zu tief oder nicht geniigend tief in den Kélbchenbauch 
eingefiihrt wird. 


Wasserbad von 60 bis 65°C mit Thermoregulator. 


Mikro- Porzellanfiltertiegel. 

Zum Abfiltrieren der Niederschlige werden mit fortlaufenden 
Nummern versehene Mikro-Porzellanfiltertiegel (Berliner Porzellan- 
manufaktur) benutzt. Den Boden dieser Tiegel bildet eine unglasierte. 
porése Spezialmasse, die wie ein Papierfilter Fliissigkeiten durchlaBt und 
feste Substanzen zuriickhalt. Zur Reinigung werden die Tiegel mit einer 
Mischung gleicher Teile konzentrierter Salpetersiure und konzentrierter 
Salzsiure ausgekocht; auch durch Erwarmen mit einer Auflésung von 
Kaliumbichromat in konzentrierter Schwefelsaure lassen sich die Tiegel 
sehr gut reinigen. Nach dem Abkiihlen kocht man die Tiegel mit destil- 


1 Vgl. Lorenz, Landwirt. Versuchsstation 55, 186, 1901. 
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liertem Wasser aus und trocknet sie, nach Durchsaugen von Wasser und 
Alkohol, bei 145 bis 155°C. — Eine einfachere Reinigung der Tiegel 
14Bt sich durch Durchsaugen von Wasser in verkehrter Richtung 
erzielen. Die Reinigung mu8 wiederholt werden, so oft die Tiegel 
schlecht filtrieren oder sich auf der Filterschicht Schmutzmassen 
ansammeln. 
Waschfliissigkett. 
2- bis 3% ige Ammoniumnitratlésung, angesiuert mit einigen 
Tropfen Salpetersaure. 
Waschalkohol. 
Athylalkohol, der frei von nicht fliichtigen Substanzen sein muB, 
aber vergallt sein darf. 


Mikrotrockenschrank. 


Der zum Trocknen verwandte Mikrotrockenschrank ist ein in zwei 
Etagen geteilter Kasten mit dicken Kupferwainden von 6,5 x 6,5 = 16,5 em 
Inhalt; er bietet Raum fiir 18 Tiegel und 1]4Bt sich bis iiber 300° erhitzen. 
Die Anbringung eines Thermoregulators*erwies sich infolge der hohen 
Warmekapazitaét der Kupfermassen als iiberfliissig. 


Die kalten Tiegel sollen nicht unmittelbar auf die heiBen Messing- 
béden gesetzt werden, um ein zu plétzliches Verdampfen der Feuchtig- 
keit aus den Tiegelporen zu vermeiden; man lege vielmehr zunichst 
eine kalte Glasplatte auf das heifBe Metall und setze dann auf diese 


die Tiegel unter Benutzung einer Mikrotiegelpinzette. 


Mikrowaage. 


Die Wagung der Tiegel kann auf jeder Mikrowaage erfolgen. Im Hin- 
blick auf die Schnelligkeit und Sicherheit der Wagung verwenden wir 
ausschlieBlich aperiodische Mikrowaagen (Bunge-Hamburg), die aus der 
Ultrawaage! entwickelt wurden. Die Waagen besitzen unter den Waag- 
schalen Dampfungszylinder, die nach Lésung der Arretierung den Waage- 
balken und damit auch den Lichtzeiger der Kollimation sofort in einer 
bestimmten Neigung zur Ruhe kommen lassen, so daB nicht die Schwingung, 
sondern der Ausschlag des stillstehenden Zeigers abgelesen wird. Ein doppel- 
wandiges Aluminiumgehause, das fiir Reinigungszwecke abnehmbar ist, 
bildet einen wirksamen Schutz gegen Temperaturstérungen. Zum Abfangen 
von Erschiitterungen stellt man die Mikrowaage auf eine méglichst schwere 
Eisenplatte (triage Masse!), die auf drei groBen, flachen Gummistopfen ruht. 


Ausfiihrung der Analyse. 

Fiir die einzelne Analyse wird in ein Analysenkélbchen so viel 
Substanz (Blut, Harn, Atherextrakt, Filtrat einer EiweiBfallung usw.) 
abgemessen, wie einer Phosphormenge von etwa 0,1 bis 0,01 mg P 
entspricht. 


1 Klin. Wochenschr. 4, Nr. 35. 
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Bei kleineren Phosphormengen wachst die Fehlergrenze der Analyse, 
je nach Ubung und Sorgfalt des Analytikers, bald auf iiber + 2° des 
absoluten Phosphorgehatits. 

Aus einer Pipette 14Bt man alsdann 2 ccm Sauregemisch an den 
Wandungen des Kélbchenhalses zulaufen, wobei Reste der Analysen- 
substanz in den Kélbchenbauch gespiilt werden. Werden Extrakte 
(z. B. Lipoidphosphor) verarbeitet, so sind vor Zusatz des Saure- 
gemisches die organischen Lisungsmittel (Alkohol, Ather, Aceton usw.) 
im siedenden Wasserbad abzudampfen, da sonst leicht durch zu 
stiirmische Zersetzung dieser organischen Lésungsmittel K6élbchen- 
inhalt verspritzt wird. 

Nach Zusatz des Sauregemisches beginnt die Zersetzung der 
Substanz auf dem Veraschungsofen. Die Veraschung soll sehr langsam, 
wahrend mehrerer Stunden erfolgen; man heize zunachst mit kleiner 
Flamme an, bis das Wasser verdampft und der durch Salpetersaure 
oxydierbare Anteil verbrannt ist. Erst jetzt vergréBert man die Hitze 
in zwei Intervallen bis zur vélligen Offnung der Gashaihne und erwarmt 
so lange, bis noch etwa 0,2 cem farbloser, dliger Fliissigkeit im K6lbchen 
vorhanden sind. Nachdem man nun noch 20 Minuten mit voller Flamme 
erhitzt hat, ist die Veraschung beendet. Zuweilen sieht man in dem 
Schwefelsiuretropfen ein weiBes Pulver auf dem Ké!lbchenboden, das 
aus Salzen besteht und den Fortgang der Analyse nicht stért; auch 
Anwesenheit von wenig braunem Stickstoffdioxydgas im Kélbchen- 
bauch kann unbeachtet bleiben. Bei zu schnellem Erhitzen der K6lbchen 
verkoch? die Salpetersiure rasch und der Kélbcheninhalt wird dunkel- 
braun bis schwarz, was unbedingt zu vermeiden ist. 

Nach dem Abkiihlen der Kélbchen werden aus einer Pipette 3 ccm 
Verdiinnungslésung zugefiigt; man spiile beim EinflieBenlassen der 
Lésung den Kélbchenhals gut aus. Die Kélbchen werden anschlieBend 
auf 30 Minuten an Reagensglashaltern in ein siedendes Wasserbad 
gehangt. 

Die Fiallung erfolgt direkt nach dem Herausnehmen aus dem 
siedenden Wasserbad durch EinflieBenlassen von 2ccm Molybdin- 
reagens mitten in die 100° heiBe Lésung, unter Benutzung des Fallungs- 
réhrehens. Nach der Fallung wird das Kélbchen vorsichtig umgeschiittelt 
und in ein Wasserbad von 60 bis 65° auf eine Stunde gehangt ; wahrend 
dieser Zeit mu8 der Kélbcheninhalt acht- bis zehnmal kurz umgeschiittelt 
werden, wobei jeweils das Kélbchen im Reagensglashalter etwas gedreht 
wird. Es ist zu beachten, daB die Operationen: Herausnehmen aus 
dem siedenden Wasserbad, Fillung, Einhangen in das 60°-Wasserbad, 
ganz unmittelbar schnell hintereinander erfolgen miissen. 

10 Stunden nach dem Herausnehmen der Kélbchen aus dem 
Wasserbad oder beliebig spaiter beginnt das Abfiltrieren der gelben 
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Niederschlage. Der Filtertiegel wird mit einer konischen Gummi- 
manschette in den MikrovorstoB einer Saugflasche gesetzt und zunichst 
einmal mit der Ammoniumnitratwaschfliissigkeit durchgespiilt. Die 
Wasserstrahlpumpe darf nur so weit aufgedreht werden, daB der Tiegel 
in etwa 10 bis 15 Sekunden leer lauft, da andernfalls die Gefahr des 
DurchreiBens von Niederschlagsteilen besteht. Man wirbelt den Nieder- 
schlag durch Umschwenken des Kélbchens auf und filtriert ihn ab; 
der umgelegte Kélbchenrand ist vorher mit einem Hauch reiner Vaseline 
einzufetten. Nach dem Abfiltrieren der Lésung soll der Niederschlag 
schon méglichst véllig aus dem Kélbchen entfernt sein. Das Kélbchen 
wird nun mehrmals in bestimmter Reihenfolge aus der Spritzflasche 
mit je einem Tiegelinhalt (= etwa 1 ccm) Ammoniumnitratwasch- 
fliissigkeit und Alkohol nachgespiilt; man warte jedesmal mit dem 
neuen GuB, bis der Tiegel véllig leer gesogen ist. Der Alkohol hat 
infolge seiner von der Waschfliissigkeit verschiedenen Oberflichen- 
spannung eine auBerordentliche Schwemmwirkung. Nach dem Aus- 
waschen des Kélbchens wird der Tiegei allein noch mehrmals in be- 
stimmter Reihenfolge mit Ammoniumnitratwaschfliissigkeit und Alkohol 
gefiillt und leergesogen; man suche mit dem Alkohol stets den 
Niederschlag von den Tiegelwandungen auf die Filterschicht hinab- 
zuschwemmen. 
Reihenfolge der Waschprozeduren : 


Ausspiilen des K6lbchens: Nachwaschen des Tiegels: 
2mal mit Waschfliissigkeit, Imal mit Waschfliissigkeit, 
lmal mit Alkohol, Imal mit Alkohol, 
lmal mit Waschfliissigkeit, lImal mit Waschfliissigkeit, 
lmal mit Alkohol. 2mal mit Alkohol. 


Nach Ablaufen des letzten Alkohols sauge man noch etwa eine 
halbe Minute Luft durch den Tiegel und setze ihn dann auf eine dicke 
Lage trockenen Filtrierpapiers, das die Feuchtigkeit aus der Filterschicht 
saugt. Der Tiegel wird auBerlich mit Filtrierpapier abgetrocknet. 
Wenn man mit zwei Absaugapparaten gleichzeitig arbeitet, so be- 
nétigt man zum Abfiltrieren von 20 Niederschlagen alles in allem etwa 
2 Stunden. 

Die Tiegel werden auf eine kalte Glasplatte in der oberen Etage 
des auf 145 bis 155° erhitzten Trockenschrankes gesetzt, wihrend man 
in die untere Etage ein GefaB mit 1 bis 2 g Ammoniumcarbonat stellt. 
Nach etwa 15 Minuten wird dieses GefiB, aus dem inzwischen das 
Ammoniumcarbonat verdampft ist, durch ein zweites, frisch gefiilltes 
ersetzt, und nach weiteren 10 Minuten werden die Filtertiegel aus dem 
Ofen in einen Chlorcalciumexsikkator iiberfiihrt, in dem sie neben der 
Waage eine halbe Stunde verbleiben. Nach dem Auswiegen werden 
die Tiegel mit 5°, Ammoniumhydroxyd gefiillt und 10 Minuten spater 
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abgesogen ; der griine Niederschlag mu8 inzwischen voéllig verschwunden 
sein. Ausgewaschen wird dreimal mit verdiinntem Ammoniak, zweimal 
mit destilliertem Wasser, einmal mit Alkohol, einmal mit destilliertem 
Wasser, einmal mit Alkohol. Die weitere Behandlung der Tiegel erfolgt 
genau wie die der gefiillten Tiegel; nur enthalt diesmal der Trocken- 
schrank kein Ammoniumcarbonat, und die Tiegel verbleiben in ihm 
bei 145 bis 155° nur wahrend 15 Minuten. Nach dem Zuriickwiegen 
der Tiegel kénnen sofort die nachsten Analysen durch die Tiegel ab- 
filtriert werden. Je mehr Analysen man gleichzeitig mit verschiedenen 
Tiegeln ausfiihrt, desto gré8er ist der Zeitgewinn. 


Die Jenakélbchen sind sogleich nach dem Abfiltrieren mit einigen 
Kubikzentimetern verdiinntem Ammoniak zu fiillen. Sie werden 
spater griindlich mit destilliertem Wasser und verdiinnter Salpeter- 
sdure nachgespiilt und sodann getrocknet. Man vermeide hierbei, die 
Kélbchen auf Holzpflécke zu stecken (Verunreinigungen). 


Leerbestimmung. 


Leerbestimmungen sind auszufiihren und vom Resultat abzuziehen, 
da die Reagenzien, besonders das Molybdat, stets geringe Spuren 
Phosphat als Verunreinigung enthalten und auch enthalten sollen; 
denn hierdurch wird der EinfluB der Léslichkeit des Phosphat- 
niederschlags auf die Exaktheit des Analysenresultats gianzlich 
ausgeschaltet; selbstverstandlich miissen aber andererseits stets zu 
allen Analysen genau gleiche Mengen der verschiedenen Reagenzien 
(Verdiinnungslésung, Fallungsreagens) mit der Pipette gegeben werden. 


Zur Leerbestimmung fiillt man 2 ccm Sauregemisch in ein 50-ccm- 
Jenakélbchen und verascht und analysiert, wie oben beschrieben. 
Arbeitet man mit Léschpapierblittchen, so fiigt man auch zur Leer- 
bestimmung ein Blittchen und verascht dieses. Das Gewicht des 
erhaltenen Molybdatniederschlags, das im allgemeinen zwischen 30 
und 70 y schwankt, wird spiter von allen Niederschlagswerten ab- 
gezogen, bevor man zur Berechnung des Resultates schreitet. 


Die Werte der Leerbestimmungen andern sich nur, wenn neue Analysen- 
reagenzien (besonders das Fiallungsreagens) hergestellt werden; man ist 
also nur sehr selten zur Ausfiihrung von Leerbestimmungen gezwungen. 
Sollte die Leerbestimmung ,,negativ“‘ ausfallen, so setzt man dem Molybdan- 
reagens direkt nach der Mischung etwa 0,2 mg-°% Natriumphosphat zu; 
der iiberschiissige Teil des Phosphats wird bei der nachfolgenden Erwirmung 
des Molybdanreagens (s. oben) ausgefallt und abfiltriert. 


Berechnung der Resultate und Beleganalysen. 


Die Berechnung des absoluten Phosphorgehalts einer Analyse 
geschieht nach der Formel: 
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(Erhaltener Niederschlag — Leerwert) . 0,01468 (Phosphorfaktor) 
= Phosphcrgehalt der Analyse. 


Die im folgenden aufgefiihrten Analysenresultate wurden von Anfangern 
als Ubungsaufgaben abgeliefert. Das Gewicht der Niederschlage lag zwischen 
0,9 und 1,8 mg. 


1. Theoretischer Wert: 2,57 mg-% P. 
Gefunden: 2,58, 2,57, 2,55, 2,54, 2,51, 2,48. 

2. Theoretischer Wert: 2,15 mg-% P. 

*  Gefunden: 2,14, 2,14, 2,13, 2,18, 2,11. 


3. Theoretischer Wert: 2,36 mg-% P. 
Gefunden: 2,38, 2,36, 2,36, 2,36, 2,34, 2,27. 


Fehlerquellen. 


Da mit sinkendem absoluten Phosphorgehalt die Anforderung 
an die Genauigkeit des Arbeitens und damit der erforderliche Zeit- 
aufwand fiir eine Analyse wachst, so arbeitet man, wenn méglich, mit 
absoluten Phosphormengen von 10 bis 50 Mikrogramm in der einzelnen 
Analyse. 

Zu niedrige Analysenwerte kénnen folgende Ursachen haben: 


1. Es hat sich Niederschlag am Kélbchenboden festgesetzt. Ist 
die festgesetzte Menge gréBer, so erscheint sie als gelber Hauch oder 
als punktférmige Unebenheiten im Kélbchenbauch nach dem Heraus- 
spiilen des Niederschlags aus dem Kélbchen. Das betreffende Kélbchen 
besitzt dann meist rauhen Boden und ist am besten von Phosphor- 
bestimmungen auszuschlieBen. Festhaften des Niederschlags tritt 
aber auch auf, wenn im Wasserbad nach der Fiallung die Temperatur 
wesentlich tiber 65° C steigt. 


2. Bei der Veraschung ist zu schnell angeheizt worden, so dab 
die Kélbchen stieBen und der Inhalt verschleudert wurde. - 


3. Niederschlag ist beim Abfiltrieren durch den Tiegelhboden 
gerissen worden. Wasserstrahlpumpe nicht so weit aufdrehen! Selbst- 
verstandlich ist es auch méglich, daB sich unter den neuen Tiegeln 
schadhafte befinden. 

4. Ammoniak, destilliertes Wasser oder Alkohol enthielten feste 
Verunreinigungen (man vermeide Gummistopfen und besonders Korke }), 
die beim Herausliésen des Niederschlags in den Tiegel gerieten; kaum 
sichtbare Mengen geniigen, um Analysen falsch zu machen! 


Bei zu hohen Analysenwerten ist an folgende Fehlerquellen zu 
denken: 


1. Das Molybdan-Fiallungsreagens ist nicht mehr véllig klar 
(weiBer Bodensatz!), oder es kam bei der Fallung trotz des Fallungs- 
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roéhrchens mit dem Kolbenhals in Beriihrung (im Niederschlag erscheinen 
dann weibe Partikelchen). 

2. Das verwandte Analysenkélbchen, die Pipetten waren unsauber. 

3. Es ist auch zu erwigen, ob wahrend der Analyse Teilchen von 
oben in die Kélbchen fielen (Abzug, in dem verascht wird, revidieren!); 
ob ferner alle verwandten Reagenzien véllig klar und bodensatzfrei 
sind. 

Auch Nichtbeachtung der Veraschungsvorschriften gibt leicht 
AnlaB zu falschen Resultaten. 


Erforderliche Spezialapparate fiir die Ausfiihrung der Analyse liefert 
Franz Hépfner, Niirnberg, BénerstraBe. 








